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RESUMO

Efeitos inibitérios da sertralina no sistema urindrio de ratos. Patricia Andréa da
Fonseca Magalh&es. Orientadora: Profa. Dra. Alice Maria Costa Martins. Dissertagao
de Mestrado em Farmacologia. Programa de Pdés-Graduacdo em Farmacologia.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2010.

Sertralina, farmaco pertencente a familia dos inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina, € preferencialmente utilizada na terapéutica antidepressiva, possuindo boa
tolerancia com baixa incidéncia de efeitos colaterais. Neste trabalho, caracterizamos os
efeitos farmacoldgicos da sertralina sobre o padréo miccional de ratos anestesiados, em
parametros funcionais de rim isolado de ratos Wistar e em parametros contrateis de
musculo liso vesical e vascular isolados de ratos. In vitro, prepara¢des de musculo liso
vesical e artéria mesentérica, foram mantidas em solucéo nutridora aerada com 95% O,
— 5% CO,, pH 7,4, 37°C, para registro isométrico das contracdes musculares. Usamos
também rim isolado de rato, perfundido com solucdo de Krebs-Henseleit modificada
contendo 6% de albumina bovina (37°C, 95% O, — 5% CO.,). In vivo, a bexiga de rato
anestesiado foi continuamente infundida com salina a temperatura ambiente (23°C)
através de bomba de infusdo ajustada para fluxo de 0,06 mL/min e foram avaliados os
parametros miccionais apd0s administracdo de sertralina. Nestes experimentos, a
sertralina (20 mg/kg, i.v.) aumentou significativamente a frequéncia miccional (controle =
0,16 + 0,02 mic¢bes/min para 0,70 £ 0,09 micgdes/min), a pressao basal de enchimento
(controle = 4,18 + 2,11 cmH,0 para 25,38 + 3,03 cmH,0) e a pressao intravesical
maxima alcancada durante as contracdes miccionais (controle = 25,78 + 2,11 cmH,0
para 40,88 * 3,03 cmH,0). Em rim isolado, a administracdo prévia de sertralina (30 uM)
inibiu as alteracdes promovidas pela fenilefrina (10* M) na pressdo de perfusdo (PP;
178,31 £ 21,68 mmHg para 105,40 + 14,46 mmHg), na resisténcia vascular renal (RVR;
6,82 + 0,99 mmHg/mL.g".min™ para 4,32 + 0,55 mmHg/mL.g™>.min™"), no fluxo urinario
(FU; 0,43 + 0,15 mL.g .min™ para 0,08 + 0,03 mL.g>.min™) e no ritmo de filtragc&o
glomerular (RFG; 1,60 + 0,40 mL.g".min™ para 0,32 + 0,17 mL.g".min™). Em tiras
isoladas de bexiga de rato, a sertralina inibiu, de maneira dependente de concentracdo
as contragdes induzidas por K* 60 mM ou carbacol (CCh) 3 pM com Clso de 21,0 [15,8 —
28,0] uM e 22,8 [12,9 — 40,4] uM, respectivamente. Adicionada no estado estacionario
da contracdo induzida por K* (60 mM) ou CCh (1 uM), a sertralina produziu efeito
relaxante de maneira dependente de concentracéo com Clsp de 94,3 [42,2 - 146,4] uM e
67,8 [20,1 - 115,5] uM, respectivamente. Em anéis de artéria mesentérica estimulados
por K* (60 mM) ou fenilefrina (PHE, 60 uM) em meio sem Ca?* com EGTA (0,5 mM), a
sertralina (100 pM) inibiu as contraces induzidas por Ca** de 124,1 + 8,1% para 48,3 +
14,0% e 74,8 £ 13,5% para 35,9 + 9,4%, respectivamente. Em suma, a sertralina
aumentou a frequéncia miccional em ratos anestesiados, inibiu as alteragdes induzidas
por PHE em rim isolado sendo seus efeitos provavelmente causados por sua agéo
antiespasmaodica vascular. Essa hipétese foi confirmada pelos efeitos inibitorios em tiras
de musculo liso vesical e em anéis de artéria mesentérica, sendo estes promovidos por
provavel interferéncia da sertralina com o influxo de Ca** pela membrana plasmatica
seja por canais operados por receptor ou por canais voltagem-dependentes.

Palavras-chave: Sertralina. Fenilefrina. Musculo liso. Artéria mesentérica superior.
Sistema urinario.



ABSTRACT

Inhibitory effects of sertraline on rat urinary system. Patricia Andrea da
Fonseca Magalhdes. Advisor: Profa. Dra. Alice Maria Costa Martins. Master’s
Dissertation in Pharmacology. Pharmacology Program. Departament of
Physiology and Pharmacology, UFC, 2010.

Sertraline, a drug belonging to the family of selective serotonin reuptake inhibitors, is used
in antidepressant therapy, and has good tolerance with low incidence of side effects. Here
we have characterized the pharmacological effects of sertraline on the pattern of voiding
anesthetized rats, on the renal functional parameters of isolated rat kidney and on the
contractile parameters of isolated bladder and mesenteric smooth muscle. In vitro, strips of
urinary bladder and rings of mesenteric artery were kept in physiological solution aerated
with 95% O, - 5% CO,, pH 7.4, 37°C, for the record of isometric muscle contractions. We
also used isolated rat kidney perfused with modified Krebs-Henseleit solution containing
6% bovine albumin (37°C, 95% O - 5% CO,). In vivo, urinary bladder of anesthetized rats
was continuously infused with saline at room temperature (23°C) via an infusion pump set
to flow 0.06 mL/min and urinary parameters were evaluated after administration of
sertraline. In these experiments, sertraline (20 mg/kg, i.v.) significantly increased voiding
frequency (control = 0.16 + 0.02 urination/min to 0.70 + 0.09 urination/min), basal pressure
of filling (control = 4.18 £ 2.11 cmH,O to 25.38 £ 3.03 cmH,0) and maximum bladder
pressure reached during the bladder contractions (control = 25.78 + 2.11 cmH,0 to 40.88
1 3.03 cmH,0). In isolated kidneys, previous administration of sertraline (30 uM) inhibited
the changes promoted by phenylephrine (10 M) in perfusion pressure (PP; 178.31 +
21.68 mmHg to 105.40 + 14.46 mmHg), renal vascular resistance (RVR, 6.82 + 0.99
mmHg/mL.g™.min to 4.32 + 0.55 mmHg/mL.g™.min™®), urinary flow (UF; 0.43 + 0.15 mL.g’
! min™ to 0.08 + 0.03 mL.g .min™) and the rate of glomerular filtration rate (GFR, 1.60 *+
0.40 mL.gtmin? to 0.32 + 0.17 mL.g".min™). In isolated strips of rat urinary bladder,
sertraline inhibited, in a concentration-dependent manner, the contractions induced by 60
mM K" or 3 uM carbachol (CCh) with ICsp of 21.0 [15.8 to 28.0] uM and 22.8 [12.9 to 40.4]
uM, respectively. Added to the plateau of a steady state contraction induced by K* (60
mM) or CCh (1 uM), sertraline produced relaxing effect, in a concentration-dependent
manner, with ICsp of 94.3 [42.2 to 146.4] uM and 67.8 [20.1 to 115.5] uM, respectively. In
rings of mesenteric artery stimulated by K* (60 mM) or PHE (60 uM) in medium without
Ca”" with EGTA (0.5 mM), sertraline (100 uM) inhibited contractions induced by Ca®* from
1241 + 8.1% to 48.3 £ 14.0% and 74.8 + 13.5% to 35.9 = 9.4% respectively. In
conclusion, sertraline increased the urinary frequency voiding in anesthetized rats,
inhibited the changes induced by PHE in isolated kidney and its effects probably are
caused by its vascular antispasmodic actions. This hypothesis was confirmed by the
inhibitory effects on bladder smooth muscle strips and mesenteric artery rings, which are
promoted by a possible interference of sertraline with the Ca®" influx through
plasmalemmal channels, which may be receptor- or voltage-operated Ca®* channels.

Keywords: Sertraline. Phenylephrine. Smooth muscle. Superior mesenteric artery.
Urinary tract.
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1 INTRODUCAO

A depressdo € um transtorno psiquiatrico com elevada prevaléncia na
populacdo mundial sendo uma das principais causas de incapacidade
(ANDERSSON; PEHRSON, 2003; MILEA et al., 2010). Embora sua etiologia ainda
nao esteja totalmente esclarecida, evidéncias sugerem complexa interacdo entre
varios fatores (bioldgicos, genéticos, psicossociais e ambientais) (TIERNEY, 2007).
Seu diagnostico é baseado, sobretudo, em alguns sinais e sintomas incluindo
alteracdes do sono e do apetite e, principalmente, alteracdo do estado de humor,
predominio anormal de tristeza, sensacéo de inutilidade, culpa, podendo inclusive o
paciente desenvolver tendéncias suicidas (TIERNEY, 2007). Podem ser acometidos
homens e mulheres de qualquer faixa etaria, inclusive criangas e idosos. Estudos
indicam que, na fase adulta, as mulheres tém o dobro de chances dos homens de
desenvolverem a doenca. Na populacdo americana, cerca de 16% das pessoas tém
ou ja teve depressdo (KESSLER et al., 2005). As estimativas apontam que essa
sera, em breve, a segunda maior causa de morbi/mortalidade, perdendo apenas
para os casos de isquemia cardiaca (MURRAY; LOPEZ, 1997).

Os medicamentos chamados “antidepressivos” sdo a base da terapia
farmacoldgica da depressao, promovendo melhora geral nos principais sintomas na
maior parte dos pacientes em relativamente pouco tempo de tratamento (FRAZER,
1997). Quimicamente, esses medicamentos sao classificados em diferentes classes
relacionadas pelas variagbes em suas estruturas e alvos farmacologicos. A
compreensao da fisiopatologia da depressdo engloba algumas hipéteses, dentre as
guais a de que os niveis de determinados neurotransmissores poderiam estar
alterados, particularmente serotonina e norepinefrina, tornando a regulacéo desses
niveis o principal alvo farmacoldgico desses medicamentos. Os mais antigos
pertencem a classe dos antidepressivos triciclicos (ATC) e os inibidores da
monoaminoxidase (IMAO). Antidepressivos triciclicos sdo assim chamados por
apresentarem um nucleo com trés anéis, tendo a imipramina e amitriptilina como
protétipos e suas acdes incluem a inibicdo do transporte de norepinefrina e também
de serotonina. Os inibidores da monoaminoxidase bloqueiam a atividade de enzimas
monoaminoxidase tipo A e tipo B (MAO-A e MAO-B, respectivamente) que estao

envolvidas na degradacao intraneuronial de serotonina, norepinefrina e dopamina,
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interferindo nos niveis teciduais desses neurotransmissores. Apesar da eficacia, a
incidéncia de efeitos colaterais significativos limita a utilizacdo dos antidepressivos
triciclicos e inibidores da monoaminoxidase. Por exemplo, os antidepressivos
triciclicos podem provocar efeitos como secura da boca, disfun¢cées motoras no trato
gastrintestinal superior e inferior, constipacdo, tonturas, taquicardia, palpitacdes,
visdo borrada e retencdo urinaria. Por outro lado, os inibidores da monoaminoxidase
podem produzir crises hipertensivas se tomados junto com determinados alimentos
ou suplementos dietéticos que contém quantidades excessivas de tiramina. Além
desses, outros farmacos também sao efetivos no tratamento da depressao e séo
classificados como antidepressivos “atipicos” (ex.: bupropiona, mirtazapina),
inibidores da recaptacdo de serotonina e de noradrenalina (ex.: venlafaxina,
duloxetina), mas atualmente, a classe de antidepressivos mais comumente usada na
clinica sdo os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ex.: fluoxetina,
paroxetina, sertralina). Esses farmacos blogueiam mais seletivamente o transporte
neuronal de serotonina, aumentando sua disponibilidade sinaptica e promovendo a
ativacao de diferentes tipos de receptores 5-HT pds-sinapticos (FABRE et al., 1995;
FRAZER, 1997; BECKER et al., 2004; TIERNEY, 2007).

A crescente necessidade de minimizar os efeitos colaterais dos
antidepressivos bem como melhorar a qualidade de vida dos pacientes fez com que
desde a sua introducdo em 1987, os inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina fossem preferencialmente utilizados na terapéutica antidepressiva, em
substituicdo aos antidepressivos triciclicos, principalmente em virtude de sua melhor
tolerancia nos casos de superdosagem, melhor perfil em relacdo aos efeitos
colaterais, similaridade de eficacia e menores taxas de abandono do tratamento
(ANDERSON, 2000; MEIJER et al., 2004; WOLF; HOPKPO, 2008; KITAICHI et al.,
2010).

Apesar dos Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
apresentarem efeitos adversos mais bem tolerados, os pacientes comumente
apresentam episodios de nduseas e vomitos, cefaléia e disfungéo sexual, incluindo
inibicdo da ejaculagdo no homem e diminuicdo da libido na mulher (FABRE et al.,
1995; VOTOLATO; STERN; CAPUTO, 2000; ANTONUCCIO, 2008).
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1.1 Sertralina

E um farmaco tradicionalmente pertencente a familia dos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina. Foi aprovado pelo FDA (sigla da agéncia
americana Food and Drug Administration) para o tratamento da depresséao,
transtorno obsessivo compulsivo, transtorno do panico, transtorno do estresse poés-
traumatico, fobia social e sindrome da tenséo pré-menstrual e/ou transtorno disforico
pré-menstrual (LOWENSTEIN et al., 2007). In vitro, demonstrou ser um inibidor
potente e especifico da recaptacdo neuronal de serotonina (5-HT), mas com fraco
efeito inibitério sobre a recaptacdo neuronal de dopamina e norepinefrina. De sua
acao resulta uma potencializacdo dos efeitos da 5-HT em animais sem aumento da
atividade catecolaminérgica. Em animais, € desprovida de atividades estimulantes,
sedativas, anticolinérgicas ou cardiotéxicas. Em voluntarios sadios, a sertralina ndo
causou sedacdo e nao interferiu com a atividade psicomotora, ndo possuindo
afinidade significante por receptores colinérgicos (muscarinicos), serotoninérgicos,
dopaminérgicos, adrenérgicos, histaminérgicos, GABAérgicos ou benzodiazepinicos
(FABRE et al., 1995; FRAZER, 1997; MUIJSERS; PLOSKER; NOBLE, 2002).

Embora com incidéncia de efeitos colaterais mais tolerdveis que o0s
antidepressivos classicos, estudos com doses multiplas de sertralina revelaram
serem eles presentes, incluindo boca seca e aumento da sudorese, tontura e tremor,
diarréia/fezes amolecidas, dispepsia e nausea, anorexia, insénia e sonoléncia,
disfuncdo sexual (principalmente retarde na ejaculacdo). Apds sua insercao no
mercado, foram relatados também varios outros efeitos como dor toracica, edema
periférico, hipertensdo, palpitacbes, edema periorbital, sincope e taquicardia; dor
abdominal, aumento do apetite, constipacéo, pancreatite e vomito; broncoespasmo;
incontinéncia urinaria e retengdo urinaria (ANDERSON, 2000; MUIJSERS;
PLOSKER; NOBLE, 2002; GARTLEHNER et al., 2007; LOWENSTEIN et al., 2007;
SERRETTI; CHIESA, 2009). Esses efeitos podem ser causados por agdes diretas da

sertralina em diferentes tecidos corporais.
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1.2 O sistema urinéario

O sistema urinario € um conjunto de 6rgaos envolvidos com a formacéo,
armazenamento e eliminacdo da urina. Os rins sdo 6rgdos responsaveis pela
formacdo continua da urina, enquanto que a bexiga e a uretra sdo unidades
funcionais do chamado trato urinario inferior, responsaveis pelo seu armazenamento
e eliminacdo. Funcionalmente, a bexiga pode ser dividida em duas regides distintas:
0 corpo, que esta localizado acima do orificio ureteral e a base, regido que se
estende desde a juncdo ureterovesical, englobando o trigono até a uretra. A uretra é
constituida de musculo liso e possui contribuicdo de musculatura esquelética. A
bexiga urinaria € um 6rgao oco revestido por musculo liso sendo a superficie externa
coberta pela camada serosa, composta de fibras de colageno e elastina e a interna
constituida pela mucosa, recoberta internamente por células epiteliais protetoras que
compdem o urotélio. A sua parede é formada por musculo liso, conhecido como
musculo detrusor, e grandes quantidades de tecido conjuntivo, que sustentam o
aumento de tensdo durante o enchimento normal do orgdo (LONGHURST;
UVELIUS, 2001; ANDERSSON; ARNER, 2004; FRY et al., 2009).

1.3 Funcdes gerais do rim

Os rins executam funcbes essenciais, como a regulagédo da composicéo e
do volume dos liquidos corporais, através da excrecdo de agua e de solutos
principalmente por alteragdes na reabsor¢édo ou na secregdo tubular. Além disso,
excretam alguns produtos de degradacéo do metabolismo, como uréia, creatinina e
acido urico. Asseguram a eliminacdo de substéncias estranhas, como drogas,
pesticidas e outras substancias quimicas do organismo. Sintetizam e secretam
hormonios que participam na regulagdo da hemodinamica sistémica e renal (renina,
angiotensina Il e prostaglandinas), na producéo de células vermelhas (eritropoietina)
e no metabolismo mineral (calcitriol, metabdlito ativo da vitamina D3) (ROSE;
RENNKE, 1999; STANTON; KOEPPEN, 2009).


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93rg%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Urina
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1.4 O rim como 6rgéo produtor de urina

A formacao de urina pelos rins € iniciada pela filtracdo do sangue, sendo
esse fendbmeno observado no glomérulo renal. No organismo, estima-se uma
quantidade significativa dessas estruturas, algo em torno de 1 milhdo de unidades
em cada rim humano. Esses componentes corporais sdo constituidos por
aglomerados de vasos capilares dispostos em estruturas microscopicas envolvidas
por uma capsula de tecido epitelial com abertura para a regido tubular do néfron, a
unidade funcional do rim, assim chamada por ser a menor unidade fisiolégica capaz
de produzir a urina. Assim, compdem a chamada barreira de filtracdo glomerular a
camada de células endoteliais capilares, a membrana basal e a camada de células
epiteliais viscerais, 0s poddcitos. Essa estrutura representa a camada pela qual deve
haver passagem seletiva de substéncias que irdo compor o filtrado glomerular
(GUYTON; HALL, 2006; COSTANZO, 2007)

O controle da filtracdo glomerular é exercido principalmente pela
regulacdo da resisténcia a passagem do fluxo sanguineo através dos glomérulos,
sendo a arteriola aferente e a arteriola eferente agentes principais desse controle.
Através de mudancas na contratilidade desses vasos, 0 organismo controla varios
parametros importantes da funcéo renal como o ritmo de filtracdo glomerular, que
representa a quantidade de liquido formado na capsula de Bowman em determinado
intervalo de tempo. Assim, mudancas na resisténcia de passagem do sangue por
essas arteriolas podem produzir alteragdes importantes na presséo hidrostatica e na
pressdo oncotica glomerular, forgcas determinantes no microambiente renal para
determinacdo da filtracdo. Para alcancar essa regulacdo, que evita alteragbes
bruscas da pressdo arterial sistémica ao glomérulo renal, o organismo utiliza
horménios e agentes locais produzidos por estruturas como a macula densa e as
células justaglomerulares, além de influéncias neurais mediadas principalmente pelo
sistema nervoso simpéatico (COSTANZO, 2007; STANTON KOEPPEN, 2009).

Uma vez filtrado, o liquido formado na capsula de Bowman prosseguira
pelos tubulos renais, inicialmente pelo tubulo proximal. Essa area é possuidora de
especializacéo fisiologica para o transporte de solutos que serdo retirados do liquido
tubular para o ambiente intersticial renal e dai para o sangue, exercendo assim seu

papel de promover reabsorcao, principalmente. Existem varios tipos de transportes
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nessa regido, alguns ativos, outros passivos. Nessa regido, haverd reabsorcéo
completa de solutos como glicose e aminoacidos em condi¢des fisiologicas. Assim, 0
liquido que entrara na alca de Henle sera praticamente destituido desses elementos
(CORDOVA, 2006; WIDMAIER et al., 2006).

A alca de Henle é considerado o segmento diluidor do néfron,
reabsorvendo principalmente solutos em relacdo a agua. Isso transformara o liquido
tubular em um liquido hipotdnico o que proporcionara a parte final do néfron a
reabsorcdo de agua em virtude do gradiente osmoético que sera gerado entre a luz
tubular e o intersticio renal na altura do ducto coletor (GUYTON; HALL, 2006).

A reabsorcdo de agua que determinard o débito urinario € funcdo da
regido final do néfron, o ducto coletor. Responsivo a horménios, essa regido é capaz
de produzir canais de agua, as aquaporinas, em resposta ao ADH, fazendo que
ocorra efeito antidiurético. O ducto coletor também € responsivo a outros hormonios,
como o Peptideo Natriurético Atrial e a aldosterona, antagénicos fisiologicamente.
Enquanto o primeiro aumenta a excrecdo renal de sédio ao ser liberado pelas
células cardiacas, o segundo diminui a perda desse ion por abrir canais epiteliais de

Na* na membrana luminal da célula do ducto coletor (STANTON; KOEPPEN, 2009).

1.5 Miccgéo

E um evento fisiolégico complexo que estd sob controle voluntario e
depende da maturacdo do sistema nervoso (FOWLER; GRIFFITHS; de GROAT,
2008). A inervacédo do trato urinario inferior € proveniente de trés fontes de nervos
periféricos: parassimpatico sacral (nervos pélvicos), simpatico toraco-lombar (nervos
hipogastricos e cadeia simpatica) e somatico sacral (nervos pudendos) que contém
vias aferentes e eferentes provenientes da medula espinhal. O detrusor, principal
porcdo do mausculo liso da bexiga recebe influéncia neural principalmente
parassimpatica, enquanto que a inervacao do colo da bexiga e da uretra relacionada
ao esfincter interno tem inervacéo primordialmente simpatica. O musculo estriado do
esfincter uretral externo é inervado pelos nervos somaticos (de GROAT, 2006;
FOWLER; GRIFFITHS; de GROAT, 2008).
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A integracdo coordenada entre musculo liso da bexiga urinéria e musculo
estriado do esfincter uretral externo permite 0 armazenamento e a eliminacédo de
urina, sendo essa coordenacdo regulada por sistemas neurais localizados no
cérebro e na medula espinhal que sdo estimulados por inputs aferentes da bexiga
(CHANG et al., 2007).

A fase de armazenamento da urina é caracterizada pela manutencéo de
baixa presséao intravesical, auséncia de contracao involuntaria do musculo detrusor e
aumento da presséao uretral. Essas caracteristicas séo resultado da viscoelasticidade
intrinseca  da parede vesical associada a quiescéncia dos estimulos
parassimpaticos, ativados principalmente no processo de esvaziamento. As
contribuicBes neurogénicas que mantém a bexiga inativa durante a fase de
armazenamento caracterizam-se principalmente pela inibicdo dos impulsos
eferentes parassimpéticos e ativacdo de eferentes simpaticos e somaticos
(NISHIZAWA et al., 1985; ANDERSSON; WEIN, 2004; YOSHIMURA et al., 2008).
Ao alcancar um nivel limiar de volume de urina, os receptores de estiramento
localizados na parede vesical sdo ativados, gerando sinais aferentes que caminham
pelo nervo pélvico até a medula espinhal sacral, ascendem pelo trato espinotalamico
lateral e ativam o centro pontino da micc¢ao. Este envia sinais eferentes promovendo
a contracdo da bexiga acompanhada de um relaxamento uretral favorecendo o
esvaziamento da bexiga urinaria. Durante a miccdo, o nervo sacral (pélvico) fornece
input excitatério (colinérgico e purinérgico) para a bexiga e inibitorio (nitrérgico) para
a uretra. Esses sistemas periféricos sdo integrados através de regulacdes
excitatorios e inibitorias provenientes da medula espinhal e do cérebro (de GROAT,
2006; FOWLER; GRIFFITHS; de GROAT, 2008; YOSHIMURA et al., 2008).

Vérios estudos tem demonstrado que a serotonina e seus receptores sao
envolvidos no controle central da funcéo do trato urinério inferior (KADEKAWA et al.,
2009) e que seus efeitos podem ser inibitdrios e excitatorios na atividade reflexa da
bexiga dependendo do tipo de receptor ativado (de GROAT, 2006). Os neurdnios
serotoninérgicos sao localizados no nucleo da rafe do tronco cerebral e projetam
seus axonios amplamente em todo o cérebro e medula espinhal, incluindo o corno
dorsal da medula espinhal, o nucleo simpatico, o ndcleo parassimpatico e o nucleo
motor do esficter uretral (nucleo de Onuf) (KADEKAWA et al., 2009).
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1.6 Musculo Liso

E um importante componente da maioria dos sistemas fisiol6gicos, como
trato urinario, trato gastrintestinal, vasos sanguineos e vias respiratérias. E formado
por células fusiformes com nucleo Unico, localizado centralmente. Sua membrana
apresenta numerosas invaginacdes em fileira, denominadas caveéolas, analogas aos
tubulos T, no musculo esquelético que servem para aumentar a area de superficie
para o influxo de ions. Associada as cavéolas e ao sarcolema encontra-se o reticulo
sarcoplasmatico (RS) ndo tdo extenso quanto encontrado em outros tipos de
musculo. Além disso, o musculo liso possui actina e miosina, formando filamentos
finos e grossos em proporcdes maiores do que no musculo esquelético e também
filamentos intermediarios citoesqueléticos, responsaveis por contribuir na
transmissao de forca a outras células adjacentes e ao tecido conjuntivo de fixac&o
(ANDERSSON; ARNER, 2004; FRY et al., 2009)

Emil Bozler (1941) definiu o musculo liso em duas classes baseado em
seu comportamento contratil: unitario e multiunitario. O musculo liso da bexiga é
classificado como musculo liso unitario por se comportar como sincicio funcional.
Suas fibras estdo dispostas sob a forma de laminas ou feixes e suas membranas
celulares estédo interconectadas por juncdes comunicantes (gap junctions). Essas
junc@es constituem vias de baixa resisténcia permitindo a livre passagem de ions de
uma célula para outra, como também a propagacédo do potencial de acéo, fazendo
com que todas as fibras contraiam em conjunto. Todavia, a artéria mesentérica é
classificada como mdusculo liso multiunitario. Nesse tipo de mdusculo, as fibras
musculares séo individualizadas e operam independentemente uma das outras. Sao
amplamente inervadas pelo sistema nervoso autbnomo e controladas principalmente
por sinais nervosos. Raramente apresentam contracdes espontaneas. Na pratica,
0s musculos lisos multiunitarios podem ser muito raros, visto que a grande maioria
dos musculos lisos apresenta algum grau de interligacdo entre as células. No
entanto, embora o musculo detrusor apresente varias das caracteristicas atribuidas
a musculo liso unitario, também é densamente inervado e funcionalmente requer
uma coordenacdo nervosa para realizar a miccdo, caracteristicas atribuidas ao
padrao multiunitario (ANDERSSON; ARNER, 2004).
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1.7 Acoplamento excitacdo-contracdo no musculo liso

A maquinaria contratil do musculo liso inicialmente é ativada pela entrada
do Ca*?, que resulta em saturacdo da calmodulina (CaM) através da ocupac&o dos
seus quatro sitios de ligacdo. O complexo célcio-calmodulina (4Ca*?-CaM) ativa a
quinase da cadeia leve de miosina (MLCK, do inglés myosin light chain kinase) que
posteriormente fosforila a cadeia leve da miosina (MLC, do inglés myosin light chain)
e dessa forma promove a interacdo miosina-actina, gerando a contracédo. Por outro
lado, quando a concentracéo citoplasmatica do Ca*? diminui, a calmodulina dissocia-
se da quinase da cadeia leve de miosina, inativando-a. Sob essas condi¢cfes, a
fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP, do inglés myosin light chain
phosphatase) desfosforila a cadeia leve da miosina induzindo o relaxamento
(ANDERSSON; ARNER, 2004; AKATA, 2007; FRY et al., 2009). Existe alguns
mecanismos que reduzem o nivel de Ca*? livre no citoplasma incluindo a bomba
Ca'%-Mg">-ATPase presente na membrana plasmatica (PMCA) que realiza o
transporte ativo através do citoplasma para o meio extracelular, a bomba Ca*?-
ATPase presente no reticulo sarcoplasmatico (SERCA) que realiza o transporte ativo
através do citoplasma para o reservatério intracelular e o trocador 3Na‘/Ca*?
localizado na membrana plasméatica. Acredita-se que ambas PMCA e SERCA
apresentam um papel crucial na reducdo da concentracdo de Ca*® livre no
citoplasma (MARIN et al., 1999; AKATA, 2007).

A fonte de Ca* responsavel pela ativacdo do processo contratil pode ser
proveniente do meio extracelular ou mobilizada a partir dos estoques intracelulares
do reticulo sarcoplasmatico (FRY et al., 2009). A contribuicdo dessas duas fontes de
Ca'? pode definir um padrdo de resposta contratil fasico e ténico (BOLTON, 1979).
Os canais para Ca*? presentes no plasmalema s&o as principais vias pelos quais o
Ca™ entra nas células musculares lisas, incluindo os dependentes de voltagem
(VOC, do inglés Voltage-Operated Channel), operados por receptor (ROC, do inglés
Receptor-Operated Channel) e regulados por estoque (SOC, do inglés Store-
Operated Channel) (SOMLYO; SOMLYO, 1994; ORALLO, 1996; AKATA, 2007). Os
canais de Ca*? dependentes de voltagem (VOCs) sédo ativados pela despolarizacdo
da membrana plasmatica promovendo o influxo da Ca™, esse acoplamento é
definido como eletromecanico (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Na maioria dos
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musculos lisos, os canais tipo L sdo os mais numerosos VOCs e séo provavelmente
o principal caminho de influxo de Ca*® (ORALLO, 1996). De acordo com Wegener et
al. (2004) estudos em camundongos knockout-Cavl.2 em musculo liso
demonstraram que os canais de calcio tipo L sdo fundamentais para a contracéo da
bexiga urinaria. E o bloqueio desses canais induz um relaxamento em musculo liso
vascular (BADAWI et al., 2006)

A abertura dos canais de Ca' operados por receptor (ROCs) é
decorrente de um acoplamento farmacomecanico envolvendo a ligacdo entre um
agonista contratil e um receptor especifico presente na superficie celular sem, no
entanto, alterar o potencial da membrana (SOMLYO; SOMLYO, 1994). O
mecanismo mais importante do acoplamento farmacomecanico envolve a ativagao
da fosfolipase C por receptores acoplados a proteina G liberando o inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) como segundos mensageiros. O IP; difunde-
se a partir da membrana celular para o citosol e abre canais para Ca*? no reticulo
sarcoplasmatico sensiveis & IP3, liberando Ca*? (AKATA, 2007). A probabilidade de
abertura dos VOCs aumenta com a despolarizacdo da membrana, enquanto que a
abertura dos ROCs é principalmente controlada pela interacdo entre agonista-
receptor. Entretanto, essa definicAo ndo exclui a possibilidade que alguns ROCs
possam ser dependentes de voltagem (AKATA, 2007). Os canais de Ca*? regulados
por estoque (SOC) sdo ativados em resposta a deplecdo do Ca*? do reticulo
sarcoplasmatico (PAREKH; PUTNEY, 2005). A entrada de Ca*? através dos SOCs é
considerada diferente da entrada de Ca*? através dos ROCs. O esgotamento do
reticulo sarcoplasmatico age como principal estimulo para a ativacdo da entrada de
Ca*? através dos SOCs. Além disso, evidéncias eletrofisioldgicas indicam que esses
canais sdo mais seletivos para Ca*? (PAREKH; PUTNEY, 2005).

Sabe-se que o reticulo sarcoplasmatico apresenta um papel essencial na
regulacéo da concentracdo de Ca*? citoplasmatica (AKATA, 2007). Além do receptor
de IP3;, que é capaz de liberar uma grande quantidade de Ca*® para o citosol e
desempenhar um papel fisiolégico fundamental na mobilizacdo de Ca*?, o reticulo
sarcoplasmatico também possui um canal de Ca*™ dependente de Ca*? chamado de
rianodina, sensivel a rianodina e cafeina. A abertura desse canal é de curta duracéo,
resultando em elevacdes localizadas do Ca*? citoplasméatico (SOMLYO; SOMLYO,
1994; ORALLO, 1996).
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2 JUSTIFICATIVA

Embora disfungbes renais ndo tenham sido mencionadas como efeitos
colaterais em estudos que estabeleceram a eficdcia e a seguranca da sertralina
(FINKEL et al., 2004; LOWE et al.,, 2005, TORTA; SIRIl; CALDERA, 2008), a
sertralina parece ser farmacologicamente ativa nos rins e vasos sanguineos, sendo
essa hipotese baseada em varios argumentos. Ja foi relatada inibicdo induzida por
essa substancia em canais de Ca* do tipo L e em canais de K* em midcitos
ventriculares de rato (PARK et al.,, 1999). Em artéria mesentérica humana, a
sertralina inibe as contracdes induzidas por KCI e norepinefrina, acdo provavelmente
mediada por sua capacidade de inibir o influxo de Ca®** pela membrana celular (VILA
et al., 1999). Em aorta de rato e em vasos coronarios apresentou efeito
vasodilatador independente da integridade do endotélio (van MELLE et al., 2004).
Em canal deferente de ratos, a sertralina também apresentou efeitos inibitérios na
elevacdo da pressédo intraluminal induzida pela estimulacdo do nervo hipogastrico
(KIM et al., 2004), assim como inibiu a contracdo noradrenérgica, a potassica e a
serotoninérgica nesse tecido, acdes antagonizadas pela ativacéo de canais de Ca**
(KALYONCU; OZYAVUZ; KARAOGLU, 1999). A sertralina também apresentou
efeitos inibitoérios na hipercontratilidade do muasculo detrusor de ratos induzida pelo
teste do nado forcado (BILGE et al., 2008). Finalmente, estudos anteriores
mostraram sua eficAcia contra a hipotensdo causada por hemodialise,
provavelmente por melhorar a regulacdo autonémica em resposta a hipovolemia
(DHEENAN et al., 1998; PERAZELLA, 2001; YALCIN et al., 2003). Assim, a
sertralina também pode produzir efeitos cardiovasculares e urindarios.

Os efeitos urinarios dos inibidores seletivos da recaptacédo de serotonina
parecem ser diferentes em relacdo aos antidepressivos triciclicos. Por suas acdes
noradrenérgicas e anticolinérgicas, podem ndo somente provocar incontinéncia, mas
também provocar dificuldades em iniciar a miccdo com perda de urina em pequenos
volumes, fluxo wurinario diminuido, bexiga atbnica e obstrucdo completa,
especialmente em pacientes com obstrucdo pré-existente (REMICK, 1988).
Entretanto, alguns casos de dificuldades miccionais foram relatados em pacientes

em uso de sertralina (LOWESTEIN et al.,, 2007). Isso sugere que os efeitos da
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sertralina, ndo sao restritos apenas as suas acdes serotoninérgicas centrais, mas
também as interferéncias periféricas.

Portanto, estabelecer os efeitos da sertralina sobre o sistema urinario
pode ser de grande importancia visto que, a depressao € o problema psicologico
mais comum, e este antidepressivo é frequentemente prescrito aos pacientes que
sofrem com doenca renal terminal (WUERTH et al., 2001). Por outro lado, a
serotonina exerce um importante papel como neurotransmissor no trato urinario
(ANDERSSON; PEHRSON 2003) e, uma vez que um inibidor de sua recaptacéo
pode afetar a miccéo alterando o controle nervoso da bexiga, explorar os efeitos da
sertralina diretamente na musculatura vesical e na funcdo renal significa também

compreender as relacdes fisiologicas da serotonina no sistema urinario.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da sertralina sobre o trato urinario de ratos incluindo a
funcdo miccional em animais anestesiados, a funcdo renal em modelo de rim

isolado, bem como a contratilidade de tecidos vascular e vesical.

3.2 Objetivos Especificos

- Relatar os efeitos da sertralina sobre a funcdo miccional de ratos
anestesiados;

- Estudar os efeitos da sertralina em rim isolado e tentar correlaciona-los com
os efeitos da sertralina em tecidos isolados;

- Estabelecer o efeito da sertralina nos parametros contrateis de anéis de
artéria mesentérica e tiras isoladas de bexiga;

- Esclarecer o(s) possivel(is) mecanismo(s) de acdo dos efeitos observados

para a sertralina sobre a contratilidade do musculo liso vascular e urinario.
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MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Farmacologia de
Venenos e Toxinas, Laboratorio Escola Luis Capelo e Laboratorio de Farmacologia
do Mdasculo Liso, todos do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceara. Também foram realizadas anélises
no Laboratério de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farméacia,

Odontologia e Enfermagem.

4.1 Aspectos éticos

Esse trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
Animais (CEPA) da Universidade Federal do Ceara tendo sido aprovado sob o
ndamero de protocolo 93/09. A utilizacdo dos animais antes e durante o0s
experimentos obedeceu as normas de manipulacdo de animais de laboratério

preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

4.2 Animais

Ratos Wistar machos, pesando entre 200 e 300 g foram utilizados para a
realizacdo dos experimentos, sendo estes provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara, mas mantidos no Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina. O acondicionamento dos
animais foi feito em caixas de polipropileno, sob condi¢cdes de temperatura constante
entre 22 a 26°C, com um ciclo dia/noite padrao (12h claro / 12h escuro) com acesso
a racao (Biotec®) e agua ad libitum.
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4.3 Drogas e solucodes

Sertralina, etoxidiglicol (éter monoetilico de dietilenoglicol), cloreto de
potdssio (KCI), carbacol (CCh), acetilcolina (ACh), fenilefrina (PHE), verapamil,
acido etileno-bis (B-amino-etil-éter-N,N,N’,N’-tetracético)(EGTA), albumina bovina
(grade V), tapsigargina, cafeina e inulina foram adquiridos da companhia Sigma-
Aldrich. Solucbes dessas substancias foram preparadas pela adicdo da substancia
pura diretamente em agua destilada em concentracées 100 a 1000 vezes maiores
gue aquelas usadas na camara durante 0s experimentos, exceto a sertralina, que foi
dissolvida em etoxidiglicol (80%, p/v). Entretanto, as concentracées maximas desse
veiculo na camara de banho jamais ultrapassaram 0,1% v/v. As solucdes foram
preparadas frescas e agitadas em aparelho Vortex imediatamente antes do uso.
Para os procedimentos cirdrgicos, pentobarbital sédico (Cristalia) e uretana foram
diluidos em solucédo salina (NaCl 0,9%). Albumina bovina (6g%), uréia (0,075 g) e
inulina (0,075 g) foram adicionadas a solucéo fisioldgica para perfazerem um volume
final de 100 mL (pH 7,4), apenas nos experimentos de perfusdo renal. Nos
experimentos in vitro, foram feitas solucdes fisiolégicas sem calcio (Ca*"),

preparadas pela omissao do cloreto de calcio (CacCl,) e adi¢cdo de EGTA.

Solucdes fisioldgicas usadas no presente estudo:

Tabela 1 — Solugéo de Tyrode (pH =7,4)

Composicao Quantidade (mmol/L)
NaCl 136,00
KCI 5,00
NaH,PO, 0,36
MgCl, 0,98
MgSO4 1,18
CaCl, 2,00
NaHCO3 11,9
Glicose 5,50

Agua destilada g.s.p. 1,00L




36

Tabela 2 — Solucao de Krebs-Henseleit (pH =7,4)

Composicao Quantidade (mmol/L)
NaCl 118,00
KCI 4,70
NaH;PO4 1,20
MgSO4 1,20
CacCl, 2,50
NaHCO; 25,00
Glicose 10,00
Agua destilada g.s.p. 1,00L

4.4 Cistometrografia

4.4.1 Sistema de registro

O sistema de registro da pressao intravesical foi composto por bomba de
infusdo continua conectada em chave T ao cateter vesical e sistema de aquisicdo de
sinais biol6gicos (PowerlLab/8sp, ADInstruments) para obtencdo de registros

urodinamicos continuos de acordo com a figura abaixo.

O TR T G Ve

el % f
e A E
o

Figura 1 - Sistema para registro dos pardmetros miccionais
Fonte: Laboratorio Escola Luiz Capelo (LELC)
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4.4.2 Calibrag&o do sistema de registro

A calibracdo do sistema foi realizada antes de iniciar cada experimento,
através de uma seringa contendo solucdo de NaCl 0,9% acoplada a mandémetro e
conectada ao transdutor de pressdo do sistema de aquisicdo de sinais biolégicos,

determinando-se os niveis de 0 e 100 cmH,0 para referéncia durante o experimento.

4.4.3 Cirurgia

Os animais foram pesados e anestesiados com uretana (1,2 g/kg, i.p.). A
tricotomia e assepsia abdominal foram realizadas apds os animais demonstrarem
auséncia de resposta ao toque da pata (aproximadamente 15 -30 min apds injecéo
de uretana). A exposicdo da bexiga urinaria ocorreu ap0s pequena incisdo
abdominal mediana (Figura 2). O cateter de polietileno (PE-50) foi inserido na bexiga
através de incisdo no 4pice da parede da bexiga (Figura 3) e fixado com fio de
sutura oftalmica 6-0 (Figura 4). A extremidade distal do tubo de polietileno (PE-50)
foi preenchida com solucéo salina e cuidadosamente selada para evitar entrada de
ar no lumen da bexiga. O cateter foi externalizado e a inciséo fechada com sutura de

nylon 4-0 (Figura 5). A veia femural foi exposta para administragéo das substancias.

Figura 2 — Incisdo abdominal mediana para visualizagao da bexiga urinaria
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Figura 3 — Incisédo no apice da parede da bexiga urinaria

Figura 4 — Introducéo e fixagcdo do tubo de polietileno (PE-50) na bexiga

Figura 5 — Fechamento da incisdo abdominal



39

4.4.4 Protocolo experimental para avaliacéo cistometrografica

Para esse estudo, s6 foram utilizados os ratos que ndo apresentaram
movimentos espontaneos e auséncia de movimento aos sinais de barulho, apos o
posicionamento do animal no sistema. A temperatura corporal foi mantida entre 36 -
37°C através de lampada incandescente acesa proxima ao animal. Todos o0s
experimentos foram conduzidos entre 9:00 — 17:00h para minimizar os efeitos das
alteracdes circadianas na fung¢ao de miccao (SMITH; KUCHEL, 2010). Por ocasiao
dos experimentos, os ratos foram posicionados em mesa com abertura abaixo do
meato uretral por onde o tubo de polietileno (PE-50) foi conectado via chave T ao
transdutor de pressdo e a bomba de infusdo continua. A bexiga foi continuamente
infundida com salina a temperatura ambiente (23°C) através de bomba de infusédo
ajustada para fluxo de 0,06 mL/min. Em todos os animais, a estabilizagcdo dos
parametros fisioldgicos foi obtida entre 30 e 45 min do inicio da infusdo e o registro
dos ciclos miccionais s6 foi iniciado apds esse periodo. A administracdo de
substancias ocorreu somente apos registro de pelo menos quatro ciclos miccionais
reprodutiveis (periodo controle) e os registros experimentais foram obtidos por 20
min ininterruptos (Figura 6). Em cada animal os parametros avaliados (Figura 7)
foram: frequéncia de miccao (definida como o nimero de eventos miccionais em
dado intervalo de tempo), intervalo inter-contracao (definido como o tempo entre dois
episddios miccionais), presséo intravesical maxima (definida como a pressdo da
bexiga necessaria para evocar uma miccdo) e pressdo basal de enchimento
(definida como a menor pressdo na bexiga apdés a micgcdo) (KULLMANN et al.,
2008). Ao final de cada experimento, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e verificado a posicéo correta do cateter vesical. O critério de
inclusdo dos animais nas analises estatisticas se deu quando a posi¢cédo do cateter
estava correta, considerando que a ponta do cateter permanecia dentro do limen da
bexiga e 0 mesmo néo tocava a parede da bexiga e também nao estava torcido e

nao apresentava vazamentos.



Os grupos experimentais utilizados nesse protocolo foram divididos em:

Grupo 1 — SERTRALINA (20 mg/kg)
Grupo 2 — SALINA (1 mL/kg)

Grupo 3 — VEICULO (ETOXIDIGLICOL)

30’-45’ 200
A A

'd N\ 'd N\
ESTABILIZACAO CONTROLE _

SERTRALINA (20 mg/kg, i.v.)
OU SALINA (1 mL/kg, i.v.)
OU VEICULO

CONTROLE 4 CICLOS MICCIONAIS REPRODUTIVEIS
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Figura 6 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagéo cistometrografica
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(®) frequéncia de micgao
( &———= )intervalo inter-contra¢do
(V') pressao basal de enchimento

(") pressdo intravesical maxima

Figura 7 — Pardmetros avaliados na cistometrografia

4.5 Perfusao renal

4.5.1 Sistema de perfusao de rim isolado

A técnica de perfusdo de rim isolado permite estudar mecanismos que
controlam a funcdo renal com a vantagem de nado sofrer influéncias sistémicas

(NIZET, 1975). A utilizacdo do modelo experimental de perfusdo de rim isolado
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(Figura 8) foi baseado no trabalho de Fonteles et al. (1983). Esse modelo consiste
em dois subsistemas, um in situ e outro in vitro em circuito fechado, para realizacao
da perfusdo, ambos mantidos a temperatura de 37°C. A vantagem desse modelo
experimental é permitir a manutencdo constante dos parametros funcionais renais,
utilizando pequenas quantidades de albumina na solugdo perfusora, com
oxigenacdo continua através de uma mistura carbogénica (95% O, — 5% CO,)

acoplada ao proprio sistema (Figura 8).

4.5.2 Calibrag&o do sistema de perfusao de rim isolado

Antes de iniciar os experimentos foi feita a calibracdo do sistema com
solucédo de NaCl 0,9% mantida a 37°C. Para cada unidade da bomba peristaltica
(Haake, Alemanha) (1, 2, 3, 4 e 5) foram observados 0s seguintes parametros:
pressdo perfusdao (mmHg), fluxo da solucdo no sistema (L/min) e o volume de
solugcédo coletado em um minuto (mL/min), respeitando um intervalo de 2 minutos
entre as unidades. As figuras 9 a 11, que representam os registros de calibracao,

demonstram que o sistema manteve seus parametros constantes.
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' Catabolhas Mandmetro
de mercurio
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Condensador
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Coletor
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X 0,/€0, (95:5)

Figura 8 — Sistema para perfuséo de rim isolado de rato.

No painel superior, foto do sistema utilizado.
No painel inferior, esquema simplificado com 0os componentes do sistema.

Fonte: Laboratério de Farmacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET)
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Figura 9 — Valores de pressao de perfusdo (PP) registrados durante a calibracdo do sistema (n = 6).

Fluxo (L/min)

0,06 -

0,05 +

0,04

0,03 4

0,02 4

0,01 4

2 3 4 5
Bomba

Figura 10 — Valores registrados pelo fluxdmetro (L/min) durante a calibragc&o do sistema (n = 6).
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Figura 11 — Valores de volume de solugédo (mL/min) registrados durante a calibracdo do sistema (n =

6).
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4.5.3 Técnica cirurgica para isolamento do rim direito

Os animais doadores foram mantidos em jejum de 12h antes do
procedimento cirdrgico, com agua ad libitum.

A técnica cirurgica utilizada para obtencdo de rim isolado foi realizada
segundo Bowman (1970) e modificada por Fonteles et al. (1983). ApGs anestesia
com pentobarbital (50 mg/kg, i.p.), o animal foi colocado em decubito dorsal, a veia
femural foi isolada e em seguida foi administrado manitol (3mL de solucdo 100
mg/mL) com objetivo de melhorar a visualizagdo e posterior fixacdo da canula ao
ureter. Através de incisdo medial no abdémen, penetrando na cavidade peritoneal,
foi feito o deslocamento cuidadoso das al¢as intestinais, para melhor visualizacao do
rim direito e estruturas adjacentes. O ureter direito foi identificado, dissecado e
canulado com tubo PE-50. A artéria renal e artéria mesentérica superior foram
devidamente identificadas e isoladas. A capsula renal do rim direito foi
cuidadosamente retirada e a artéria renal foi canulada via artéria mesentérica
superior. Imediatamente apds insercdo do cateter na artéria renal, iniciou-se a
perfusdo do 6rgdo. Sem a interrupcdo do fluxo perfusor, o conjunto rim-ureter foi
retirado e transportado para o sistema de perfusao renal in vitro. Apds a remocéao do
rim direito, os animais foram eutanasiados por exsanguinacdo através da artéria

aorta abdominal.

4.5.4 Protocolos experimentais para ensaios com rim isolado

O rim foi perfundido por 120 min com solugdo de Krebs-Henseleit
modificada (SKHM) contendo 6% de albumina bovina (37°C, 95% O, — 5% CO,). A
adicdo de drogas ocorreu apenas apos 30 min de perfusdo com SKHM, periodo em
gue 0s parametros renais se mostraram estaveis e 0s registros experimentais foram
feitos a cada 10 min. A pressédo de perfusao e o fluxo de perfusdo foram registrados
através de manometro e fluxdbmetro, respectivamente, respeitando um intervalo de
10 minutos entre cada medida. Amostras de urina e perfusato foram coletadas a

cada 10min e em seguida congeladas -20°C para posterior dosagem de sddio (Na"),
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potassio (K*), cloreto (CI), inulina e medida da osmolaridade, importantes no célculo
dos parametros da funcgédo renal.
Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais para essa

metodologia, a saber:

e GRUPO SERTRALINA 30 uM

A sertralina 30 uM foi adicionada apés o periodo de 30 min de
estabilizacdo do rim (controle) sob perfusdo com SKHM e o0s registros e coletas
foram feitos durante os 90 min seguintes (Figura 12).

e GRUPO VEICULO

Protocolo semelhante ao grupo sertralina, mas substituindo-se esta por
etoxidiglicol na mesma concentracdo usada para dissolver a sertralina
(0,03%)(Figura 12).

@ @ @ @ @ @ @ @

®
SERTRALINA (30 puM)
OU VEicULO
30 min iniciais do periodo de estabilizacdo
@ Registro: Pressao perfusdo e Fluxo de perfusao

Coleta: Urina e Perfusato

Figura 12 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina
em rim isolado de rato
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e GRUPO FENILEFRINA

Apo6s os 30 min iniciais do periodo estabilizacdo (controle), foi respeitado
periodo adicional de 10 min com a preparacdo sendo perfundida com SKHM para
dar inicio a construcdo de uma curva concentracdo-efeito mediante a adicdo de
concentracdes crescentes de fenilefrina (10™* - 10* M). As concentracdes foram
adicionadas cumulativamente a cada 10 minutos, ao final do qual foram feitos os
registros dos valores de pressédo perfusdo e fluxo de perfusdo e a coleta das

amostras correspondentes a cada concentragdo (Figura 13).

e GRUPO FENILEFRINA NA PRESENCA DE SERTRALINA 30 uM

Apds 30 minutos iniciais de estabilizacdo, foi adicionada sertralina (30
uM), sendo respeitado um periodo de 10 min com a prepara¢do sendo perfundida
com sertralina e em seguida foi confeccionada uma curva concentracdo-efeito com
adicdo de concentracdes crescentes de fenilefrina (10 - 10 M). As concentracdes
foram adicionadas cumulativamente a cada 10 minutos, ao final do qual foram feitos
0s registros dos valores de pressao perfusédo e fluxo de perfusdo e a coleta das

amostras correspondentes a cada concentracdo (Figura 13).

e GRUPO FENILEFRINA NA PRESENCA DO VEICULO

Protocolo semelhante ao grupo fenilefrina na presenca de sertralina, mas
substituindo-se essa por etoxidiglicol na mesma concentracdo usada para dissolver
a sertralina (0,03%) (Figura 13).
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[ o

PHE [log M]

SERTRALINA (30 uM)
OU VEiCULO

30 min iniciais do periodo de estabilizagdo

@ Registro: Pressao perfusao e Fluxo de perfusao

Coleta: Urina e Perfusato

Figura 13 — Representa¢do esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito da perfusédo
de rim isolado de rato com fenilefrina na auséncia e na presenca de sertralina

4.5.5 Analises bioquimicas

O método de ion eletrodo seletivo (RapidChem 744 - Bayer® diagnéstica)
foi usado para avaliacdo das concentracdes de sédio (Na*), potassio (K*), cloreto
(CI) nas amostras de urina e perfusato. As andlises foram feitas no Laboratério de
Andlises Clinicas e Toxicoldgicas (LACT) da Faculdade de Farmacia, Odontologia e
Enfermagem.

A inulina das amostras de perfusato e de urina foi determinada por
hidrolise direta, conforme Walser; Davidson; Orloff (1955) e Fonteles et al. (1983),
com modificacbes que permitiram a reducdo das quantidades de amostras e
reagentes necessarias para a analise. O teor de inulina foi determinado no
Laboratério de Farmacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET) do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Cearé.



49

A osmolaridade das amostras de urina e perfusato foi medida no
Laboratorio de Farmacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET) do Departamento

de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Cear4, utilizando osmémetro (Osmdmetro de Pressdo a Vapor modelo WESCOR®-
Vapro® 5520).

Os célculos dos parametros funcionais renais foram realizados de acordo

com os parametros contidos na tabela 3.
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Tabela 3 - Determinacéao dos parametros da funcéo renal conforme Martinez-

Maldonado et al., 1978.

PARAMETRO RENAL UNIDADE FORMULA
Fluxo Urinario (FU) mL. g*. min™ FU = (Peso do volume urinéario / Peso do rim
esquerdo) / 10
Pressao Perfuséo (PP) mmHg Leitura em manémetro

Ritmo de Filtracao
Glomerular (RFG)

Fluxo Perfusédo Renal
(FPR)

Resisténcia Vascular
Renal (RVR)

Sédio Filtrado (FNa®)
Sodio Excretado (ENa’)

Soédio Transportado
(TNa")

Percentual de Sddio
Transportado (%TNa")

Percentual de S4dio
Proximal Transportado
(% TpNa")

Potassio Filtrado (FK")

Potassio Excretado (EK")

Potassio Transportado
(TK")

Percentual de Potéassio
Transportado (%TK")
Percentual de Potéassio
Proximal Transportado
(% TpK")

Cloreto Filtrado (FCI')

Cloreto Transportado
(TCI")

Percentual de
CloretoTransportado
(%TCI)

Percentual de Cloreto
Proximal Transportado
(%Tp CI)

Clearance Osmatico
(Cosm)

mL. g'l. min™

mL. g*. min™
mmHg/ mL. g™
min™*
HEQ. g™ min™
HEQ. g™ min™
HEQ. g™ min™
HEQ. g™ min™
HEQ. g™ min™
HEQ. g™ min™
HEQ. g"l. min™
HEQ. g"l. min™
mL. g*. min™

RFG = (DOU in / DOP in x FU)
DOU in = densidade 6tica da inulina na urina e

DOP in = densidade o6tica da inulina no
perfusato

Registrado a cada 10 min/peso do rim/intervalo
de tempo

RVR = PP/ FPR

FNa" = RFG x PNa"

(PNa* = Concentracéo de sédio no perfusato)
ENa" = FU x UNa"

(UNa" = Concentragdo de sddio na urina)
TNa"=FNa'- ENa"

%TNa' = TNa' x 100/ FNa"

%TpNa' = TpNa“ x 100 / FNa"

FK" = RFG x PK"
(PK™ = concentracdo de potéssio no perfusato)

EK"=FU x UK*
(UK" = Concentrac&o de potassio na urina)
TK"=FK" x EK"

%TK" = TK" x 100/ FK*
%TpK" = TpK* x 100/ FK*
FCI'= RFG x PCI

(PCI' = Concentracéo de cloreto no perfusato)
TCI'=FCI" x ECI’

% TCI'=TCI" x 100 / FCI

% TpCl = TpCI x 100/ FCI’

Cosm = [Uosm / Posm] x FU
Uosm = Osmolaridade da urina
Posm = Osmolaridade do perfusato
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4.6 Experimentos para avaliagdo da contratilidade em anéis de artéria
mesentérica ou tiras isoladas de bexiga de ratos

4.6.1 Sistema de registro

Os tecidos foram montados em camaras de 5 mL para orgdo isolado
contendo solucao fisiolégica. Uma extremidade do tecido foi atada a um ponto fixo
na camara e a outra fixada a unidade transdutora de forca, apropriada para registro
isométrico das contracfes. A solucéo fisiologia foi ajustada para pH 7,4 e aerada
continuamente a 37°C (Radnoti) com mistura carbogénica (95% O, — 5% CO,).
Dependendo do tecido em estudo, as tiras receberam tenséo basal (1 g - bexiga ou
0,5 g — artéria mesentérica) e os sinais gerados pelo transdutor de forca foram
registrados em sistema de aquisicdo computadorizado (PowerLab 8/30) de acordo

com a figura do sistema a seguir:

Figura 14 — Sistema para registro de contracées em tecidos isolados
Fonte: Laboratério de Farmacologia do Misculo Liso (LAFARMULI)
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4.6.2 Calibragdo do sistema de registro

Antes de iniciar cada experimento foi realizada a calibracdo do sistema
através de um peso padrdo com massa correspondente a 1 g para os experimentos
com tiras isoladas de bexiga e 0,5 g para anéis de artéria mesentérica. Esse peso foi
colocado em cada transdutor de forca para calibracdo do sistema de aquisicdo de

dados.

4.6.3 Experimentos in vitro com artéria mesentérica de ratos

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical imediatamente
antes do inicio dos experimentos para obtencao dos tecidos. Através de uma incisdo
no abdémen do animal, o ramo superior da artéria mesentérica foi rapidamente
retirado e colocado em solucdo modificada de Krebs-Henseleit. Apds remocéao
cuidadosa de tecido adiposo e conectivo adjacente, a artéria foi cortada
tranversalmente em quatro segmentos, formando pequenos anéis ( 2 — 3 mm de
comprimento). A luz dos anéis foi atravessada paralelamente por duas pecas
metalicas finas confeccionadas em aco inoxidavel, sendo suspensas por fios de
algodao e montadas em camaras de 5 mL contendo solucdo modificada de Krebs-

Henseleit conforme a figura 15.

nJ

Figura 15 — Detalhe da montagem de anéis de artéria mesentérica para registro da
contratilidade in vitro
Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULLI)
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4.6.4 Protocolos experimentais com anéis de artéria mesentérica

Cada anel de artéria mesentérica superior foi submetido a uma tenséo
constante de 0,5 g por um periodo de pelo menos 60 min em solugcdo de Krebs-
Henseleit para equilibrio da preparacdo. Durante esse periodo, o meio nutritivo foi
trocado a cada 15 min para prevenir a interferéncia de metabdlitos. Apos o periodo
de estabilizacdo, foram induzidas duas contracées similares com K* 60mM. Na maior
parte dos protocolos, essas respostas contrateis foram usadas como contracfes de
referéncia e os resultados obtidos foram expressos como percentual da média
destas contracdes. O endotélio foi removido mecanicamente através de esfregacos
suaves na luz vascular com haste de algoddao embebido em solucéo fisiologica de
Krebs-Henseleit. A remocg&o foi confirmada pela auséncia de relaxamento das
contracdes de fenilefrina 0,1 uM na presenca de acetilcolina 1 uM, conforme descrito
por Furchgott e Zawadski (1980).

e Efeito da sertralina na contragdo induzida por fenilefrina em anéis de artéria

mesentérica de rato

Para quantificar a inibicAo da contracdo muscular induzida por
concentracdo submaximal de fenilefrina (0,3 uM), anéis de artéria mesentérica foram
expostos a uma dada concentracdo de sertralina (1 a 100 uM) por um periodo de 10
min e, em seguida, foram estimulados com fenilefrina (0,3 uM) ainda na presenca de
sertralina. A resposta inicial induzida por fenilefrina (0,3 uM) na auséncia de
sertralina foi considerada como controle para posterior comparacdo com as demais
obtidas na presenca de sertralina. Em grupo separado de tecidos, as contracdes de
fenilefrina (0,3 uM) foram inibidas por concentragdes crescentes de verapamil (0,01

a 10 uM), usado como controle positivo (Figura 16).
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*
Sertralina Sertralina Sertralina Sertralina Sertralina
1pum 3umM 10 uM 30 um 100 uM

VERAPAMIL 0.01 — 10 uM

]
* -"l KREBS-HENSELEIT

§ PHE(0,3pM)
OIYOM  PERIODO DE ESTABILIZACAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K' DE
[[7Y8M MESMA MAGNITUDE + TESTE DO ENDOTELIO (PHE 0,1 uM + ACh 1 pM)

Figura 16 — Representacé@o esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina
na contragéo induzida por fenilefrina em anéis de artéria mesentérica de rato

Efeitos da sertralina na contracao fasica induzida por fenilefrina ou cafeina
em anéis de artéria mesentérica mantidos em meio sem Ca**

O objetivo desses experimentos foi avaliar a participacdo da sertralina
sobre as contracdes induzidas pela liberacdo de Ca** armazenado intracelularmente.
Apés o periodo de estabilizacdo, os anéis de artéria mesentérica com endotélio
intacto foram estimulados com fenilefrina (PHE, 1 uM) em solucdo normal de Krebs-
Henseleit, em seguida, as preparacdes permaneceram por um periodo de 10 min em
meio sem Ca*" (contendo EGTA 0,1 mM) e, entdo, foram adicionadas PHE (1 uM)
ou cafeina (10 mM). Apds este procedimento, os anéis de artéria mesentérica foram
mantidos por 60 min em solucéo de Krebs-Henseleit modificada contendo Ca?* (2,5
mM) com lavagens sucessivas a cada 15 min e, entdo, foram estimulados
novamente com PHE (1 uM), a fim de reencher os estoques intracelulares de Ca*".
Em seguida, as preparagbes foram novamente mantidas em solugdo sem
Ca?*(contendo EGTA 0,1 mM), desta vez na presenca de sertralina (100 uM) por 10

min, sendo posteriormente administrada PHE (1 uM) ou cafeina (10 mM) ainda na
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presenca de sertralina (Figura 17). A amplitude destas contracdes foi registrada em
valores absolutos de forca. Os experimentos com cafeina foram realizados com
anéis de artéria mesentérica mantidos a temperatura de 25°C (NOGUERA;
D’OCON, 1992).

SERTRALI NA 100 pM

PONTO PHE (1 pM) PHE (1 uM)
INICIAL Cafeina (10 mM) Cafeina (10 mM)

2+
KH @ Ca* + KH @Ca” +

ZJo]J (oM PERIODO DE ESTABILIZACAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K' DE
LUV MESMA MAGNITUDE + TESTE DO ENDOTELIO (PHE 0,1 uM + ACh 1 pM)

Figura 17 — Representa¢é@o esquemética do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina
na contragao faS|ca induzida por fenilefrina ou cafeina em anéis de artéria mesentérica mantidos em
meio sem Ca**

Efeito da sertralina em contrac6es induzidas pela deplecdo dos estoques
intracelulares de Ca?*em anéis de artéria mesentérica de ratos

Este protocolo experimental foi desenvolvido para avaliar os efeitos da
sertralina na entrada capacitativa de Ca®* mediada por canais operados por
estoques. Esses canais sdo ativados apOs deplecdo dos estoques intracelulares
promovidos pela tapsigargina, substancia que bloqueia seletivamente a bomba Ca?*
ATPase (SERCA) presente no reticulo sarcoplasmatico (PAREKH; PUTNEY, 2005).
Anéis de artéria mesentérica com endotélio intacto foram mantidos em meio sem
Ca’" e na presenca de EGTA (1 mM) com tapsigargina 0,1 pM por 5 min sendo,
entdo, estimulados com fenilefrina (10 uM) para produzir deplecdo dos estoques
intracelulares. Posteriormente, as preparacdes foram lavadas com solugdo Krebs-
Henseleit modificada sem Ca** e sem EGTA com adicdo de verapamil (3 uM) e

tapsigargina (0,1 pM) para, em seguida, Ca** (2 mM) ser adicionado a fim de
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produzir efeito contratil, induzido pela entrada capacitativa de Ca**. As preparacées
foram estimuladas com Ca®" (2 mM) nessas condicdes tanto na auséncia como na

presenca de sertralina (100 uM) (Figura 18).

5 5’
N - A N
PONTO || TAPSIGARGINA  PHE VERAPAMIL TAPSIGARGINA 4+  CaCl,
INICIAL (0,1 um) (10pMm) (3 um) (0,1 uMm) -
KH @ Cca* + @ ca*
EGTA 1 mM

PONTO PERIODO DE ESTABILIZACAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K* DE MESMA
WLSLUNN  MAGNITUDE + TESTE DO ENDOTELIO (PHE 0,1 uM + ACh 1 uM)

+ ~

) PRESENCA (+) OU AUSENCIA (-) DE SERTRALINA 100 LM

Figura 18 — Representagédo esquematica do protocolo experimental para avallar o efeito da sertralina
em contragBes induzidas pela deplecdo dos estoques intracelulares de Ca* em anéis de artéria
mesentérica de ratos

Efeito da sertralina nas curvas concentracao-efeito induzidas pela adicdo de
Ca** em anéis de artéria mesentérica mantidos na presenca de verapamil e
fenilefrina ou mantidos em solug&o com alto K*

Para avaliar os efeitos da sertralina nas contragdes induzidas pelo influxo
de Ca®" a partir do meio extracelular em anéis de artéria mesentérica, as
preparacdes foram mantidas em meio sem Ca?" (solucdo de Krebs-Henseleit sem
Ca?* contendo EGTA 0,5 mM) estimuladas com K* (60 mM; ativando canais de Ca**
voltagem-dependentes) ou fenilefrina (60 uM na presenca de 3 uM de verapamil,
ativando canais de Ca®" operados por receptor) e apés um periodo de 10 min,
curvas concentracdo-efeito foram obtidas pela adicdo cumulativa de Ca** (0,1 — 10
mM) na auséncia ou na presenca de sertralina (100 uM) (Figura 19). A resposta
méaxima ao Ca?" exégeno foi considerada alcancada, quando um determinado

aumento na concentracdo de Ca®" n&o induziu um aumento significativo no
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desenvolvimento de for¢a. A contracdo méxima obtida foi tomada como 100%, e as

contracdes obtidas na presenca de sertralina foram normalizados em fungéo desse

valor.
pono | K Ca™ Ca*
INICIAL (0,1 -10 mMm) (0,1-10 mM)
——o 0 — — — -9 — — — — — — -9
KH @ Ca™ + KH @ Ca™ +

EGTA 0,5 mM EGTA 0,5 mM

To]\1(el PERIODO DE ESTABILIZACAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K* DE MESMA
W\IGP\RY  \MAGNITUDE + TESTE DO ENDOTELIO (PHE 0,1 uM + ACh 1 uM)

V +
PHE

VERAPAMIL (3 uM) + FENILEFRINA (60 uM)

= SERTRALINA 100 pM

Figura 19 — Representagcdo esquemaética do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina
nas curvas concentracao-efeito induzidas pela adicdo de Cca’* em anéis de artéria mesentérica
mantidos na presenca de verapamil e fenilefrina ou mantidos em solugdo com alto K*

4.6.5 Experimentos in vitro com tiras isoladas de bexiga urinaria

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical imediatamente
antes do inicio dos experimentos para obtencéo dos tecidos. A regido abdominal foi
aberta cirurgicamente por uma incisdo medial para exposi¢cao dos orgaos internos. A
bexiga foi localizada na parte central inferior do abdémen préximo ao 0sso pélvico
(LONGHURST; UVELIUS, 2001). Feita a remocdo de gordura, prostata e tecido
conjuntivo, os ureteres foram identificados com objetivo de separar funcionalmente o
corpo e a base da bexiga. A bexiga foi seccionada horizontalmente ao nivel da

insercao do ureter. Por definicdo, o corpo da bexiga localiza-se acima da regiao de
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insercao do ureter sendo a regido abaixo a base (LONGHURST; UVELIUS, 2001).
O corpo da bexiga foi transferido para uma placa de Petri contendo solucdo de
Tyrode e cortado longitudinalmente em quatro tiras (6 x 2 mm). As tiras foram
atadas em cada extremidade com fio de algoddo e foram montadas verticalmente

em camaras de 5 mL contendo solugcéao de Tyrode conforme a figura 20.

v
.-

.

Figura 20 — Detalhe da montagem da tira de bexiga para registro da contratilidade in vitro
Fonte: Laboratdrio de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI)

4.6.6 Protocolos experimentais com tiras isoladas de bexiga urinaria

As tiras de bexiga foram mantidas em solucdo de Tyrode por um periodo de
60 min sem qualquer procedimento para adaptacdo as novas condicbes
experimentais. Durante o periodo de equilibrio da preparacéo, a solucao de Tyrode
foi renovada a cada 15 min sendo ajustada a tensédo de repouso para 1g. Para
avaliar a viabilidade das tiras de bexiga no inicio dos experimentos, foram
observados o surgimento e a constancia das contracoes espontaneas nesse tecido
e, apos o periodo de equilibrio, foram evocadas sucessivas contragdes com K*
60mM até a obtencdo de duas respostas contrateis de mesma magnitude, indicando
0 ponto inicial dos protocolos experimentais. A maior parte dos dados aqui
apresentados, salvo quando explicitamente indicado, foram normalizados como um

percentual da média dessas duas ultimas contracdes.
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e Efeito da sertralina no tdnus basal de tiras isoladas de bexiga de rato

Para avaliar os efeitos da sertralina sobre ténus basal de tiras isoladas de
bexiga de rato, esta foi adicionada de forma crescente e cumulativa (1, 3, 10, 30,
100, 300, 600, 1000, e 3000 uM) a solucao fisioldgica de Tyrode normal na camara
de banho apos o periodo de equilibrio da preparacédo. Foi rigorosamente respeitado
o intervalo de 5 minutos para cada concentracdo. Consideramos alteracdo do ténus
basal, a subtracdo entre a linha de base obtida ao final de cada periodo de
exposicdo a sertralina, da obtida na sua auséncia. Em grupo separado de tiras, foi
construida a curva concentracdo-efeito para o veiculo (etoxidiglicol) nas mesmas
concentracfes usadas para dissolver a sertralina seguindo as condi¢des descritas

anteriormente (Figura 21).

PONTO

INICIAL
+ 4+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1
1
@

3 10 30 100 300 600 1000 3000

SERTRALINA (pM)
VEiCULO

TYRODE NORMAL

PONTO PERIODO DE ESTABILIZAGAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K*
INICIAL DE MESMA MAGNITUDE

Figura 21 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina

no ténus basal de tiras isoladas de bexiga de rato
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e Efeito da sertralina na inibicdo da contragdo induzida por K* e carbacol em
tiras isoladas de bexiga de rato

Para quantificar a inibicdo da contracdo muscular pela sertralina, as tiras
de bexiga foram expostas previamente a uma dada concentracao de sertralina (1 a
100 uM) por um periodo de 10 min e em seguida foram estimuladas com
concentragdes submaximais de K* (60 mM) ou carbacol (CCh, 3 uM). A resposta
induzida pelo K" ou CCh na auséncia de sertralina foi considerada como controle

para posterior comparagdo com as demais obtidas na presenca de sertralina (Figura
22).

{ Y { Y { ) { Y | Y

PONTO
INICIAL
+ + + + +
Sertralina Sertralina Sertralina Sertralina Sertralina
1pM 3 uM 10 uM 30 um 100 uM
[ . J
TYRODE NORMAL

£ K (60 mM) ou CCh (3 pM)
PONTO PERIODO DE ESTABILIZACAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K*
INICIAL DE MESMA MAGNITUDE

Figura 22 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina
na inibicaio da contracao induzida por K* e carbacol em tiras isoladas de bexiga de rato
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e Efeito da sertralina na reversdo da pré-contracdo induzidas por K' e
carbacol em tiras isoladas de bexiga de rato

Foi avaliado o efeito da sertralina no componente ténico da resposta
contrétil induzida por K* (60 mM) ou carbacol (CCh, 1 uM). Uma vez alcan¢ado o
platé de uma contracdo sustentada induzida por K* ou CCh, foram confeccionadas
curvas concentracdo-efeito pela adicdo cumulativa e crescente de sertralina (1, 3,
10, 30, 100 e 300 uM), respeitando o intervalo de 5 minutos para cada concentracao
(Figura 23).

K" (60 mM)
CCh (1 pM)

¥

PONTO

INICIAL

+ 4+ 1+ 1+ 1+ 1
i1 3 10 30 100 300

SERTRALINA (uM)

TYRODE NORMAL

PONTO PERIODO DE ESTABILIZAGAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K*
Sataall DE MESMA MAGNITUDE

Figura 23 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina
na reverséo da pré-contracéo induzida por K* e carbacol em tiras isoladas de bexiga de rato
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Em tiras isoladas de bexiga de rato, foram confeccionadas curvas

concentracéo-efeito (CCE) com adicdo cumulativa e crescente de K* (10 — 140 mM)

ou CCh (0,001 — 300 uM). Inicialmente, as curvas foram construidas na auséncia de

sertralina e, ap6s um periodo de 60 min com lavagens sucessivas do tecido para

retorno as condicdes experimentais iniciais, foram expostos por 5 min a sertralina 3

uM sendo, entdo, repetida a CCE ao agente contratii ainda na presenca de

sertralina. O procedimento de lavagens foi novamente repetido e a CCE foi mais

uma vez construida na presenca de 30 uM de sertralina. Em grupo separado de tiras
de bexiga, as CCE para K* (10 — 140 mM) ou CCh (0,001 — 300 uM) foi executada e

repetida nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, mas na presenca apenas

do veiculo (etoxidiglicol) nas mesmas propor¢cdes usadas para dissolver a sertralina

(Figura 24).

60’

60’
a“{lw -"{l *
ponto K (10— 140 mM) K (10 — 140 mM) K (10 — 140 mM)
INICIAL |- CCh (0,001 — 300 pM) CCh (0,001 — 300 uM) CCh (0,001 — 300 uM)
+ +

SERTRALINA 3 pMm SERTRALINA 30 uM
® ®

TYRODE NORMAL

PONTO PERIODO DE ESTABILIZAGAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K*
INICIAL DE MESMA MAGNITUDE

Figura 24 — Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina

na confeccdo da CCE induzida por K* e carbacol em tiras isoladas de bexiga de rato
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e Efeito da sertralina nas contracfes fasicas transitérias induzidas por
carbacol em meio sem Ca* com EGTA

O objetivo desse protocolo foi verificar o possivel efeito da sertralina sobre
as contracbes induzidas pela liberacdo de Ca*" dos estoques internos mediados
pelos mecanismos dependentes da formacdo de IP3;. ApOs estabilizacdo das
respostas contrateis induzidas por CCh 10 uM em solucdo de Tyrode normal, as
tiras de bexiga foram mantidas em meio sem Ca** contendo EGTA 0,1 mM por 6
min sendo o CCh 10 uM adicionado posteriormente. Em seguida, os tecidos foram
lavados com solugdo de Tyrode normal (contendo Ca®*) e durante um periodo de 60
min foram estimulados com K* (60 mM) e, posteriormente, com CCh (1 pM) com
objetivo de reencher os estoques intracelulares de Ca®* . Em seguida, as
preparacdes foram mais uma vez expostas em meio sem Ca** seguido pela adicdo
de sertralina 30 uM por 6 min e administragdo de CCh 10 uM (Figura 25). A
amplitude das contracdes na presenca de sertralina foi registrada como percentual

da contracdo obtida na auséncia de sertralina nas mesmas condigdes.

Sertralina
60’ (30 um)
A
r Y v
PONTO
INICIAL
C 2+ + 2+
N @ Ca ™ @Ca”+
EGTA 0,1mM EGTA 0,1mM

PONTO PERIODO DE ESTABILIZACAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K*
INICIAL DE MESMA MAGNITUDE

Figura 25 — Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina
nas contracdes fasicas transitérias induzidas por carbacol em meio sem Ca** com EGTA
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Efeito da sertralina nas curvas concentracéo-efeito induzidas pela adi¢cdo de
Ca’"em tiras isoladas de bexiga e despolarizadas por K* em meio sem Ca**

Para avaliar se a sertralina produz efeito em contracfes induzidas pelo
influxo de Ca*" a partir do meio extracelular mediante a abertura de canais de Ca**
ativados por voltagem, as preparacées foram mantidas em meio sem Ca®" (solucdo
de Tyrode sem Ca®* contendo EGTA 0,1 mM), estimuladas com K* (60 mM) e apds
um periodo de 10 min, curvas cumulativas concentracao-efeito foram obtidas pela
adicdo de Ca®" (0,1 — 20 mM) tanto na auséncia como na presenca de sertralina (30
uM ou 100 uM) (Figura 26). A maxima resposta ao Ca®" exdgeno foi considerada
alcancada quando um determinado aumento na concentracédo de Ca®" ndo induziu
aumento significativo no desenvolvimento de forca. A contragdo maxima obtida foi
tomada como 100%, e as contracBes obtidas na presenca de sertralina foram
normalizadas em funcdo desse valor. Em grupo separado de tiras de bexiga, CCE
em resposta & adicdo de Ca?' foi construida na auséncia ou na presenca de

verapamil (3 ou 30 uM), o qual foi usado como controle positivo (Figura 26).

SERTRALINA 30 uM / 100 pM

60’ VERAPAMIL 3 pM/ 30 pM
\ 4
PONTO ca* ca*
INICIAL (0,1-20 mMm) (0,1 -20 mm)
r—e = — — = =@ r— O — = = =@
TN @ Ca® + TN @ Ca** +
EGTA 0,1mM EGTA 0,1mM

PONTO PERIODO DE ESTABILIZACAO + 2 RESPOSTAS CONTRATEIS AO K"
el  DE MESMA MAGNITUDE

Figura 26 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito da sertralina
nas curvas concentracdo-efeito induzidas pela adicdo de Ca®* em tiras isoladas de bexiga e
despolarizadas por K* em meio sem Ca**
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4.7 Andlise estatistica

A maior parte dos resultados sdo apresentados como média aritmética +
erro padrdo da média (E.P.M.), com a representacdo do numero de observacbes
experimentais (n). S&o considerados estatisticamente significantes os resultados que
apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipétese nula menor que 5% (p <
0,05). Para comparacédo de dois grupos usamos o teste t pareado ou ndo pareado,
conforme a necessidade. Para comparacao de mais de dois grupos experimentais
foram utilizados ANOVA e testes de multipla comparacgéao, citados apropriadamente
na secao de resultados e/ou nas legendas das figuras. As Clses foram calculadas por
interpolacdo semi-logaritmica e expressas com a meédia geométrica seguida do
intervalo de confiangca 95%. Para comparacao de tratamento foi utilizada ANOVA de
duas variaveis. Os teste foram aplicados com a utilizacdo do programa SigmaStat
(Systat Software Inc, USA). Os graficos aqui mostrados foram confeccionados com o

programa SigmaPlot (Systat Software Inc, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Cistometrografia

5.1.1 Efeitos da sertralina em parametros miccionais de ratos anestesiados

Ratos anestesiados com uretana sob infusdo intravesical continua de
solucédo salina (0,06 mL/min) apresentaram registros cistometrograficos tipicos de
acordo com a Figura 7. A partir dos registros experimentais puderam ser avaliados
varios parametros relacionados a fisiologia da mic¢do desses animais, 0s quais
foram alterados de maneira significativa pela administracdo de dose Unica e em
bolus de sertralina (20 mg/kg, i.v.). Por exemplo, a sertralina produziu aumento
significativo (p < 0,05; Holm-Sidak) da frequéncia miccional de 0,16 * 0,02
micgdes/min (n = 8) no controle para 0,70 £ 0,09 mic¢des/min (n = 6) (Figura 27).
Também foi observada diminuigdo do intervalo inter-contracdo de 8,19 + 0,09 min (n
= 8) para 1,49 £ 0,22 min (n = 6) (Figura 28). Outros parametros funcionais foram
aumentados apds administracdo de sertralina em relacdo ao periodo controle, como
a pressdo basal de enchimento de 4,18 + 2,11 cmH,O (n = 8) para 25,38 + 3,03
cmH,O (n = 6) (Figura 29) e a presséo intravesical maxima alcangcada durante as
contracdes miccionais de 25,78 £ 2,11 cmH,O (n = 8) para 40,88 + 3,03 cmH,0 (n =
6) (Figura 30). A administracdo de salina ou do veiculo (etoxidiglicol) ndo promoveu
nenhuma alteracdo significativa nos parametros experimentais avaliados (p > 0,05;
Holm-Sidak; Figuras 27 a 30).
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Figura 27 — Efeito da sertralina na frequéncia de micg&o de ratos anestesiados

O gréfico mostra que administracdo de sertralina (20mg/kg; i.v.; l; n = 6)
aumentou a frequéncia miccional de ratos anestesiados quando comparada aos
valores obtidos no periodo controle (l; n = 8). A avaliacdo das alteracdes miccionais
provocadas pela sertralina foi obtida apds periodo de 20 min da injecéo de sertralina.
Em grupo separado, foi administrado somente o veiculo (etoxidiglicol; i.v.; l; n = 6)
na mesma concentragdo e volume usados para dissolver a sertralina (0,03% v/v).
Em outro grupo, a salina (M; n = 6) também foi administrada (1mL/kg, i.v.),
demonstrando que tanto a salina quanto o veiculo ndo promoveram alteragbes na
frequéncia miccional de ratos anestesiados quando comparados ao periodo controle.
Os resultados séo expressos como média + E.P.M.. A analise estatistica foi feita por
teste Holm-Sidak. * p < 0,05 em comparacédo a média dos valores obtidos durante o

periodo controle.
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Figura 28 — Efeito da sertralina no intervalo miccional de ratos anestesiados

O gréfico mostra que administracdo de sertralina (20 mg/kg; i.v.; l; n = 6)
diminui o intervalo inter-contragdo em ratos anestesiados quando comparado aos
valores obtidos no periodo controle (l; n = 8). A avaliacdo das alteracdes miccionais
provocadas pela sertralina foi obtida apos periodo de 20 min da injecéo de sertralina.
Em grupo separado, foi administrado somente o veiculo (etoxidiglicol; i.v.; l; n = 6)
na mesma concentracdo e volume usados para dissolver a sertralina (0,03% v/v).
Em outro grupo, a salina (M; n = 6) também foi administrada (1mL/kg, i.v.),
demonstrando que tanto a salina quanto o veiculo ndo promoveram alteracdes no
intervalo inter-contracdo de ratos anestesiados quando comparados ao periodo
controle. Os resultados sao expressos como média + E.P.M.. A andlise estatistica foi
feita por teste Holm-Sidak. * p < 0,05 em comparagédo a média dos valores obtidos

durante o periodo controle.
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Figura 29 — Efeito da sertralina na presséo basal de enchimento em ratos anestesiados

O gréfico mostra que administracdo de sertralina (20 mg/kg; i.v.; l; n = 6)
aumentou a pressdao basal de enchimento em ratos anestesiados quando
comparada aos valores obtidos no periodo controle (l; n = 8). A avaliacdo das
alteracdes miccionais provocadas pela sertralina foi obtida apds periodo de 20 min
da injecdo de sertralina. Em grupo separado, foi administrado somente o veiculo
(etoxidiglicol; i.v.; l; n = 6) na mesma concentracdo e volume usados para dissolver
a sertralina (0,03% v/v). Em outro grupo, a salina (M; n = 6) também foi administrada
(ImL/kg, i.v.), demonstrando que tanto a salina quanto o veiculo ndo promoveram
alteracbes na pressdo basal de enchimento em ratos anestesiados quando
comparados ao periodo controle. Os resultados sdo expressos como média *
E.P.M.. A analise estatistica foi feita por teste Holm-Sidak. * p < 0,05 em

comparacao a média dos valores obtidos durante o periodo controle.
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Figura 30 — Efeito da sertralina na presséo intravesical maxima em ratos anestesiados

O gréfico mostra que administracdo de sertralina (20 mg/kg; i.v.; l; n = 6)
aumentou a pressao intravesical maxima alcancada durante as contracdes
miccionais em ratos anestesiados quando comparada aos valores obtidos no
periodo controle (M; n = 8). A avaliacdo das alteracBes miccionais provocadas pela
sertralina foi obtida apos periodo de 20 min da injecdo de sertralina. Em grupo
separado, foi administrado somente o veiculo (etoxidiglicol; i.v.; l; n = 6) na mesma
concentracdo e volume usados para dissolver a sertralina (0,03% v/v). Em outro
grupo, a salina (M; n = 6) também foi administrada (1mL/kg, i.v.), demonstrando que
tanto a salina quanto o veiculo ndo promoveram alteracfes na pressao intravesical
méaxima alcancada durante as contracbes de ratos anestesiados quando
comparados ao periodo controle. Os resultados sdao expressos como média *
E.P.M.. A analise estatistica foi feita por teste Holm-Sidak. * p < 0,05 em

comparacao a media dos valores obtidos durante o periodo controle.
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5.2 Perfusao de rim isolado

5.2.1 Efeitos da sertralina em rim isolado

A perfusdo de rim isolado de rato com sertralina (30 uM; n = 4) nao
apresentou alteracdes significativas (p > 0,05; ANOVA) em nenhum dos parametros
da funcédo renal, que permaneceram estaveis durante todo o periodo experimental
(90 min de perfusdo com sertralina; p > 0,05; ANOVA; Figura 31 a 37 e Tabela 4).
Os parametros avaliados foram pressao de perfusdo (Figura 31), resisténcia
vascular renal (Figura 32), fluxo urinario (Figura 33), ritmo de filtracdo glomerular
(Figura 34), percentual de transporte tubular de sodio (Figura 35), potassio (Figura
36) e cloreto (Figura 37). A perfusdo do rim apenas com veiculo (etoxidiglicol) na
mesma concentracao (0,03%) usada para dissolver a sertralina também néo alterou
significativamente os parametros renais (p > 0,05; ANOVA,; Figuras 31 a 37). A
perfusdo do rim apenas com a solucdo de Krebs-Henseleit também néo alterou os
parametros renais avaliados conforme resultados semelhantes ja reportados
anteriormente (EVANGELISTA et al., 2010; FONTELES et al., 2009; MARTINS et al.,
2005; HAVT et al., 2005; MONTEIRO et al., 2001).
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Figura 31 — Efeito da sertralina na presséo de perfusao (PP) de rim isolado de rato

Gréfico mostrando que a perfusdo continua com sertralina (30 uM; @; n =
4) nao promove alterac¢des significativas (p > 0,05; ANOVA) na presséo de perfuséo
de rim isolado de rato. A pressdo de perfusdo na auséncia de sertralina foi de
108,87 £ 3,14 mmHg e foi avaliada em intervalos de 10 min. Em um grupo separado,
os rins foram perfundidos somente com veiculo (etoxidiglicol; @; n = 4) na mesma
concentracéo (0,03% v/v) usada para dissolver a sertralina. O tempo 0 (controle) é o
momento em que a sertralina 30 uM foi adicionada a solucéo perfusora, tempo este,
que corresponde ao final dos 30 min iniciais do periodo de estabilizacdo. Os

resultados séo expressos como média + E.P.M..
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Figura 32 — Efeito da sertralina na resisténcia vascular renal (RVR) de rim isolado de rato

O grafico mostra que a perfuséo continua com sertralina (30 uM; @; n = 4)
ndo promove alteracdes significativas (p > 0,05; ANOVA) na resisténcia vascular
renal de rim isolado de rato. A resisténcia vascular renal na auséncia de sertralina
foi de 4,44 + 0,48 mmHg/mL.g™-.min™ e foi avaliada em intervalos de 10 min. Em um
grupo separado, os rins foram perfundidos somente com veiculo (etoxidiglicol; @; n =
4) na mesma concentracdo (0,03% v/v) usada para dissolver a sertralina. O tempo 0
(controle) € o momento em que a sertralina 30 uM foi adicionada a solucao
perfusora, tempo este, que corresponde ao final dos 30 min iniciais do periodo de

estabilizacdo. Os resultados sdo expressos como média £ E.P.M..
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Figura 33 — Efeito da sertralina no fluxo urinario (FU) de rim isolado de rato

O gréafico mostra que a perfusdo continua com sertralina (30 uM; @; n = 4)
ndo promove alteracdes significativas (p > 0,05; ANOVA) no fluxo urinério de rim
isolado de rato. O fluxo urinario na auséncia de sertralina foi de 0,09 + 0,02 mL.g"
! min* e foi avaliado em intervalos de 10 min . Em um grupo separado, os rins foram
perfundidos somente com veiculo (etoxidiglicol; ®; n = 4) na mesma concentragao
(0,03% v/v) usada para dissolver a sertralina. O tempo 0 (controle) € 0 momento em
que a sertralina 30 uM foi adicionada a solugdo perfusora, tempo este, que
corresponde ao final dos 30 min iniciais do periodo de estabilizacdo. Os resultados

Sao expressos como meédia £ E.P.M..
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Figura 34 — Efeito da sertralina no ritmo de filtracdo glomerular (RFG) de rim isolado de rato

O gréafico mostra que a perfusdo continua com sertralina (30 uM; @; n = 4)
nao promove alteracdes significativas (p > 0,05; ANOVA) no ritmo de filtragao
glomerular em rim isolado de rato. O ritmo de filtracdo glomerular na auséncia de
sertralina foi de 0,44 + 0,08 mL.g.min™* e foi avaliado em intervalos de 10 min. Em
um grupo separado, os rins foram perfundidos somente com veiculo (etoxidiglicol; @;
n = 4) na mesma concentracdo (0,03% v/v) usada para dissolver a sertralina. O
tempo O (controle) € o momento em que a sertralina 30 uM foi adicionada a solugéo
perfusora, tempo este, que corresponde ao final dos 30 min iniciais do periodo de

estabilizacdo. Os resultados sdo expressos como meédia £ E.P.M..
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Figura 35 — Efeito da sertralina no percentual de transporte tubular de sédio (% TNa") de rim isolado

de rato

Gréafico mostrando que a perfusdo continua com sertralina (30 uM; @; n =
4) ndo promove alteragOes significativas (p > 0,05; ANOVA) no percentual de
transporte tubular de sodio em rim isolado de rato. O percentual de transporte
tubular de sédio ainda na auséncia de sertralina foi de 82,75 + 1,22% e foi avaliado
em intervalos de 10 min. Em um grupo separado, os rins foram perfundidos somente
com veiculo (etoxidiglicol; @; n = 4) na mesma concentracdo (0,03% v/v) usada para
dissolver a sertralina. O tempo 0 (controle) € o momento em que a sertralina 30 uM
foi adicionada a solucéao perfusora, tempo este, que corresponde ao final dos 30 min
iniciais do periodo de estabilizagdo. Os resultados sdo expressos como meédia +
E.P.M.
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Figura 36 — Efeito da sertralina no percentual de transporte tubular de potassio (% TK") de rim
isolado de rato

O grafico mostra que a perfusdo continua com sertralina 30 uM (®; n = 4)
nao promove alteracbes significativas (p > 0,05; ANOVA) no percentual de
transporte tubular de potassio em rim isolado de rato. O percentual de transporte
tubular de potassio ainda na auséncia de sertralina foi de 76,68 + 1,97% e foi
avaliado em intervalos de 10 min. Em um grupo separado, os rins foram perfundidos
somente com veiculo (etoxidiglicol; @; n = 4) na mesma concentragado (0,03% v/v)
usada para dissolver a sertralina. O tempo 0 (controle) € o momento em que a
sertralina 30 uM foi adicionada a solucéo perfusora, tempo este, que corresponde ao
final dos 30 min iniciais do periodo de estabilizacdo. Os resultados sdo expressos

como média + E.P.M..
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Figura 37 — Efeito da sertralina no percentual de transporte tubular de cloreto (% TCI) de rim isolado

de rato

O gréfico mostra que a perfusdo continua com sertralina 30 uM (@; n = 4)
ndo promove alteragBes significativas (p > 0,05; ANOVA) no percentual de
transporte tubular de cloreto em rim isolado de rato. O percentual de transporte
tubular de cloreto ainda na auséncia de sertralina foi de 81,67 + 1,31% e foi avaliado
em intervalos de 10 min. Em um grupo separado, os rins foram perfundidos somente
com veiculo (etoxidiglicol; @; n = 4) na mesma concentragdo (0,03% v/v) usada para
dissolver a sertralina. O tempo 0 (controle) € o momento em que a sertralina 30 uM
foi adicionada a solucdo perfusora, tempo este, que corresponde ao final dos 30 min
iniciais do periodo de estabilizacdo. Os resultados sdo expressos como meédia +

E.P.M..



Tabela 4 - Valores de todos os parametros da fungao renal avaliados nos experimentos realizados com
sertralina (30uM) em rim isolado de rato.

0,09 + 0,02

0,09 £ 0,03
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108,87 + 3,14

110,34 + 2,74
111,01 +£ 2,60
110,01 +1,91
109,67 + 2,14
110,01+ 2,24
109,01 + 2,26
107,67 + 2,12
108,01 + 2,35
107,67 + 2,19

4,44 + 0,48

4,49 + 0,45
4,51+0,44
4,47 +0,41
4,46 £ 0,42
4,47 +0,42
4,43 + 0,40
4,37 £ 0,40
4,38 £ 0,39
4,37 +0,39

0,44 + 0,08

0,49 +0,12
0,40 + 0,09
0,41+0,11
0,41 +0,09
0,37 £ 0,07
0,43+0,11
0,37 £ 0,08
0,38 £ 0,10
0,40+0,11

. com n = 4 para todas as medidas avaliadas.

82,75+ 1,22

83,29 £ 0,94
80,59 +1,24
82,47 £ 1,00
82,07 £ 0,58
82,87 +1,01
84,16 + 1,63
82,50 + 1,66
83,28 + 0,46
84,03+ 0,41

76,68 + 1,97

79,21 £ 0,63
75,64 + 1,00
74,68 + 2,38
76,72+ 1,73
78,63 £ 2,33
80,92 + 2,58
78,99 £ 3,10
80,58 + 2,02
81,81+1,29

81,67 +1,31

84,40 + 1,02
81,88 + 0,57
80,66 + 0,99
84,57 + 1,78
82,79 + 1,17
84,11+ 2,12
82,27 + 2,12
82,69 + 0,56
83,53 + 0,46
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5.2.2 Efeitos da perfuséo de rim isolado de rato com fenilefrina na auséncia e na

presenca de sertralina

A perfusdo de rim isolado de rato com concentragdes cumulativas de
fenilefrina (10! — 10 M; n = 4) aumentou significativamente (p < 0,05; teste Dunn) a
pressdo de perfusdo (PP) de 108,02 £ 0,76 mmHg no periodo controle para 178,31 +
21,68 mmHg na presenca de fenilefrina (10 M; Figura 38). Nessa concentracdo, a
fenilefrina também aumentou significativamente (p < 0,05; Dunn) os valores de
resisténcia vascular renal (RVR; controle = 4,10 + 0,09 mmHg/mL.g*.min™ para 6,82
+ 0,99 mmHg/mL.g .min*; Figura 39), fluxo urinario (FU; controle = 0,11 + 0,02
mL.g.min™ para 0,43 + 0,15 mL.g™>.min™; Figura 40) e ritmo de filtrac&o glomerular
(RFG; controle = 0,44 + 0,08 mL.g>.min™* para 1,60 + 0,40 mL.g-.min"; Figura 41).
Por outro lado, quando os rins foram previamente perfundidos por 10 min com
sertralina (30 uM), a fenilefrina foi ineficaz para induzir mudancgas funcionais, mesmo
na maior concentracdo utilizada neste estudo (10 M). Sob tais condicbes e apés
perfusdo com fenilefrina (10* M), os valores dos parametros renais foram: PP =
105,40 + 14,46 mmHg; RVR = 4,32 + 0,55 mmHg/mL.g .min™, FU = 0,08 + 0,03
mL.g.min® e RFG = 0,32 + 0,17 mL.g .min™ os quais n&o diferiram dos valores
registrados nos rins perfundidos apenas com fenilefrina (p > 0,05; ANOVA; Figuras
38 a 41). A perfusao do rim isolado somente com o veiculo na mesma concentracéo
usada para dissolver a sertralina ndo alterou os efeitos da fenilefrina nos parametros
funcionais renais (p > 0,05; ANOVA; Figuras 38 a 41).
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Figura 38 — Efeito da adicdo cumulativa de fenilefrina na presenca de sertralina na pressdo de

perfusdo (PP) de rim isolado de rato

O grafico mostra as alteracdes na pressao de perfusdo apos perfusdo de
rim isolado de rato com fenilefrina (10™** — 10 M; PHE; n = 4) na auséncia (®) ou na
presenca continua de sertralina (30 uM;®; n = 4). A pressdao de perfusdo foi
registrada em intervalos de 10 min para cada concentracdo de fenilefrina. Em grupo
separado, os rins foram perfundidos somente com veiculo (etoxidiglicol;®; n = 4) na
mesma concentracdo (0,03% v/v) usada para dissolver a sertralina. # indica a
diferenca significativa entre os tratamentos (PHE vs. Sertralina + PHE) (p < 0,05;
two-way ANOVA). C, parametro antes da adicdo de sertralina e PHE; Sert,
parametro apos 10 min de perfusdo com sertralina (30 uM); PHE (log[M]), valores

logaritmos da concentracéo molar de fenilefrina adicionada a cada 10 min.
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Figura 39 — Efeito da adicdo cumulativa de fenilefrina na presenca de sertralina na resisténcia

vascular renal (RVR) de rim isolado de rato

O grafico mostra as alteragcbes na resisténcia vascular renal apos
perfusdo de rim isolado de rato com fenilefrina (10 — 10 M; PHE; n = 4) na
auséncia (@) ou na presenca continua de sertralina (30 uM; @; n = 4). A resisténcia
vascular renal foi avaliada em intervalos de 10 min para cada concentracdo de
fenilefrina. Em grupo separado, os rins foram perfundidos somente com veiculo
(etoxidiglicol; @; n = 4) na mesma concentracao (0,03% v/v) usada para dissolver a
sertralina. # indica a diferenca significativa entre os tratamentos (PHE vs. Sertralina
+ PHE) (p < 0,05; two-way ANOVA). C, parametro antes da adicdo de sertralina e
PHE; Sert, parametro apos 10 min de perfusdo com sertralina (30 uM); PHE (log[M]),

valores logaritmos da concentracdo molar de fenilefrina adicionada a cada 10 min.
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Figura 40 — Efeito da adi¢cdo cumulativa de fenilefrina na presenca de sertralina no fluxo urinario (FU)

de rim isolado de rato

O grafico mostra as alteracdes no fluxo urinario apés perfusdo de rim
isolado de rato com fenilefrina (10! — 10* M; PHE; n = 4) na auséncia (®) ou na
presenca continua de sertralina (30 uM; @; n = 4). O fluxo urinario foi avaliado em
intervalos de 10 min em uma dada concentracdo de fenilefrina. Em um grupo
separado, os rins foram perfundidos somente com veiculo (etoxidiglicol; @; n = 4) na
mesma concentracdo (0,03% v/v) usada para dissolver a sertralina. # indica a
diferenca significativa entre os tratamentos (PHE vs. Sertralina + PHE) (p < 0,05;
two-way ANOVA). C, parametro antes da adicdo de sertralina e PHE; Sert,
parametro apos 10 min de perfusdo com sertralina (30 uM); PHE (log[M]), valores

logaritmos da concentracédo molar de fenilefrina adicionada a cada 10 min.
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Figura 41 — Efeito da adicdo cumulativa de fenilefrina na presenca de sertralina no ritmo de filtracdo

glomerular (RFG) de rim isolado de rato

O grafico mostra as alteragdes no ritmo de filtracdo glomerular apos
perfusdo de rim isolado de rato com fenilefrina (10 — 10 M; PHE; n = 4) na
auséncia (®) ou na presenca continua de sertralina (30 uM; @; n = 4). O ritmo de
filtracdo glomerular foi avaliado em intervalos de 10 min em uma dada concentracéo
de fenilefrina. Em grupo separado, os rins foram perfundidos somente com veiculo
(etoxidiglicol; @; n = 4) na mesma concentracao (0,03% v/v) usada para dissolver a
sertralina. # indica a diferenca significativa entre os tratamentos (PHE vs. Sertralina
+ PHE) (p < 0,05; two-way ANOVA). C, parametro antes da adicdo de sertralina e
PHE; Sert, parametro apos 10 min de perfusdo com sertralina (30 uM); PHE (log[M]),

valores logaritmos da concentracdo molar de fenilefrina adicionada a cada 10 min.
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5.3 Contratilidade

5.3.1 Efeito da sertralina na contracdo de anéis de artéria mesentérica isolados de

rato induzida por PHE

Em anéis de artéria mesentérica com o endotélio intacto, sertralina (1 -
100 uM) inibiu de forma significativa (p <0,05; teste de Holm-Sidak) as contracfes
induzidas por PHE (0,3 uM; 320,7 = 58,2 mg; n = 5) de maneira dependente de
concentracdo (Fig. 42). O valor da Clsg para a inibicdo induzida pela sertralina foi de
15,1[9,2 - 24,6] uM (n = 5) e uma inibicdo quase completa foi observada em 100 uM
(4,1 £ 0,8% da contracdo controle). Em preparacdes sem endotélio, a sertralina
quase inibiu totalmente a contragéo induzida por PHE (0,3 uM; 401,8 £ 51,2 mg; n =
6), mas com aumento do valor da Clsp, 0 que correspondeu a 28,8 [20,4 - 40,6] uM
(n = 6, p <0,05; teste t de Student). Em anéis com endotélio intacto, o verapamil
diminuiu a contracdo induzida por PHE (0,3 uM) com Clso de 0,5 [0,2 - 1,3] uM (n =
5), com valores significativamente menores que os observados para a sertralina (p
<0,05; teste t de Student).
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Figura 42 — Efeito inibitério da sertralina e verapamil na contracdo induzida por fenilefrina em anéis
de artéria mesentérica isolados de rato

O grafico mostra o efeito inibitorio da sertralina (1 - 100 uM) ou verapamil
(0,01 — 10 uM) na contracdo induzida por uma concentracdo submaximal de
fenilefrina (PHE; 0,3 uM) em anéis de artéria mesentérica isolados de rato. Os
experimentos com sertralina foram realizados em preparacées com endotélio (H; n=
5) e sem endotélio (LI; n = 6), entretanto o verapamil foi utilizado como controle
positivo mas em preparacdes com o endotélio intacto (¥; n = 5). * indica que a
inibicdo induzida por sertralina (em 10 uM) foi significativamente menor em anéis de
artéria mesentérica sem endotélio do que em anéis com endotélio integro (p < 0,05;

two-way ANOVA seguido pelo teste de Holm-Sidak).



88

5.3.2 Efeito da sertralina na contracdo fasica em anéis de artéria mesentérica

isolados de rato mantidos em meio sem Ca?*

Em anéis de artéria mesentérica isolados de rato com endotélio intacto
mantidos em meio sem calcio contendo EGTA 0,1 mM, a fenilefrina (1 uM) produziu
uma contracdo fasica correspondente a 117,3 + 24,3 mg (n = 10) (Figura 43)
significativamente menor (p < 0,05; teste t Student) do que a obtida em meio
contendo 2,5 mM Ca®* (460,9 + 82,3 mg; n = 6). Na presenca de sertralina (100 uM),
essa contracdo fasica alcancada foi 88,8 + 25,1 mg (n = 9), sem diferenca
significativa comparada a contracdo na auséncia de sertralina (p > 0,05; teste t
Student). Em meio sem Ca?*, o estimulo contratil da cafeina (10 mM; 25°C; Figura
43), em vez de fenilefrina, produziu uma contracdo fasica em anéis de artéria
mesentérica de 59,8 + 5,9 mg (n = 6) na auséncia e 59,0 £ 12,2 mg (n = 8) na
presenca de sertralina (100 uM). Esses valores ndo apresentaram diferencas
significativas (p > 0,05; teste t Student). Adicionalmente, um grupo de anéis de
artéria mesentérica mantidos em meio sem Ca?* contendo tapsigargina 0,1 uM foi
estimulado com fenilefrina (10 uM) para depletar os estoques intracelulares de Ca**
(Figura 43). Ap6s a remocao de fenilefrina (10 uM), a concentracdo normal de Ca**
(2 mM) foi entdo restaurada e o tecido desenvolveu resposta contratil cuja amplitude
foi de 54,9 + 10,3 mg (n = 5) na auséncia e 42,9 £ 5,5 mg (n = 5) na presenca de
sertralina (100 uM). Mais uma vez, esses valores ndo apresentaram significancia

estatistica (p > 0,05; teste t Student).
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Figura 43 — Efeito da sertralina na contragdo fasica induzida por fenilefrina, cafeina ou reposicao de

Ca** em meio sem Ca?'
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Painel a até ¢ mostra o registro de tracado tipico de experimento com a
contracdo inicial induzida por K* 60mM que serviu de referéncia em meio contendo
Ca®*. Para avaliar a integridade do endotélio, os anéis foram estimulados com
fenilefrina (PHE; A ; 0,1 uM) e apds o estabelecimento de um platé da contracéo foi
adicionado acetilcolina (ACh ; * ; 1 uM). O relaxamento induzido por ACh demonstra
a integridade do endotélio. Os anéis de artéria mesentérica foram, entao,
submetidos a condicdes livre de Ca** (SKHM sem Ca*" com EGTA 0,1 mM). Apés 6
min em tais condicdes, foram estimulados por fenilefrina (PHE; ¥; 1 uM; n =9 — 10;
painel a) ou cafeina (CAF; B ; 10 mM a 25°C; n = 6 — 8; painel b) na auséncia ou na
presenca de sertralina (SERT; 100 uM). No painel ¢, os anéis de artéria mesentérica
foram tratados em meio livre de Ca®" (SKHM sem Ca* com EGTA 1 mM) com
tapsigargina (THAP; 0,1 uM) sendo subsequentemente estimulados por fenilefrina
(PHE; # ; 10 uM) para depletar os estoques intracelulares de Ca**. Apés a remocéo
da fenilefrina, a contracéo ocorre pela adicdo de Ca** (1; 2 mM sem EGTA; n = 5) na
auséncia e na presenca de sertralina (SERT). Em d, grafico mostra os valores
meédios dessas contracfes, demonstrando que a sertralina (SERT) nao foi capaz de

induzir mudancas inibitérias.
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5.3.3 Efeito da sertralina nas curvas concentracéo-efeito induzidas por Ca** em
anéis de artéria mesentérica isolados de rato mantidos na presencga de verapamil e

fenilefrina ou K*

Um grupo de anéis de artéria mesentérica foi mantido em meio sem Ca**
como descrito anteriormente, onde um grupo foi estimulado por uma alta
concentracdo de fenilefrina (60 uM) na presenca de verapamil (3 uM) e outro por
uma alta concentracdo de K* (60 mM). Sob tais condicdes, anéis de artéria
mesentérica produziram contracfes ndo sustentadas que rapidamente voltaram ao
valor inicial e, em seguida, uma curva concentragéo-efeito de Ca** (0,1 - 10 mM; Fig.
44) foi construida na auséncia ou na presenca de sertralina (100 pM). Em
comparagdo com a contracdo inicial induzida por K* 60 mM, que serviu como
referéncia, os valores de En.y foram obtidos em 10 mM Ca®* e corresponderam a
124,1 + 8,1% (n = 5) e 74,8 + 13,5% (n = 6) em anéis estimulados com K* ou PHE,
respectivamente. Na presenca de sertralina (100 uM), esses valores foram
significativamente reduzidos (p <0,05; two-way ANOVA) para 48,3 + 14,0% e 35,9 +
9,4% em preparagdes estimuladas por K* e PHE, respectivamente.
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Figura 44 - Efeito da sertralina nas curvas concentracdo-efeito induzidas por Ca” em anéis de
artéria mesentérica mantidos na presenca de verapamil e fenilefrina ou K*
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O gréfico mostra as contracdes induzidas por Ca?* de maneira
concentracdo-dependente em anéis de artéria mesentérica mantidos em meio sem
Ca®* (EGTA 0,5mM). Anterior & adicdo do Ca**, os anéis foram tratados e mantidos
em solugdes contendo K* 60 mM (n = 5; painel a) ou fenilefrina (60 uM) mais
verapamil (3 uM) (n = 6; painel b). A escolha dessa concentracao de verapamil foi
por bloguear completamente contracdes induzidas por K* em anéis de artéria
mesentérica (dados ndo mostrados). # indica que a comparacdo em bloco da curva
concentragcdo-efeito entre os anéis de artéria mesentérica mantidas na auséncia
(controle) ou na presenca de sertralina (100 pM) apresentaram diferencas

significativas (p <0,05; two-way ANOVA).
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5.3.4 Efeito da sertralina sobre o tbnus basal de tiras isoladas de bexiga

A adicdo cumulativa de sertralina (1 - 1000 uM; @; n = 4) n&o alterou o
tbnus basal de tiras isoladas de bexiga. Apesar da tendéncia a diminuicdo do ténus
basal, principalmente nas concentracfes mais altas de sertralina, os valores obtidos
ndo apresentaram diferenca estatistica aqueles observados antes da adi¢cdo de
sertralina ou veiculo (etoxidiglicol) (p > 0,05; ANOVA). Da mesma forma, a adi¢éo do
veiculo (etoxidiglicol; @; n = 4) nas mesmas proporcdes usadas para dissolver a
sertralina ndo provocou qualquer alteracdo significativa no tdnus basal de tiras

isoladas de bexiga (Figura 45).
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Figura 45 - Efeito da sertralina no tbnus basal de tiras isoladas de bexiga de rato

Os valores estdo expressos como percentual da contracdo induzida por

K" 60 mM. As barras verticais indicam erro padrdo da média (E.P.M).
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5.3.5 Efeito inibitdrio da sertralina sobre a contragdo induzida por K* ou carbacol em
tiras isoladas de bexiga de rato

Adicionada por um periodo prévio de 10 min a solu¢gdo de banho, a
sertralina inibiu, de maneira dependente de concentracdo (p < 0,001; ANOVA), as
contragdes induzidas por K* 60 mM (Figura 46) ou CCh 3 uM (Figura 47). Para as
contragdes induzidas por K* 60 mM (controle = 150,8 + 26,0 mg), os valores de Clsg
corresponderam a 21,0 [15,8 — 28,0] uM (n = 11). Para as contragdes induzidas por
CCh 3 uM (controle = 436,5 = 67,6 mg) os valores de Clso corresponderam a 22,8
[12,9 — 40,4] uM (n = 11). A comparacéo estatistica dos valores de Clso ndo revelou
diferenca significativa entre eles (p > 0,05; teste t ndo pareado). Vale destacar que,
apenas na concentracdo de 1 uM, a sertralina aumentou significativamente a
contracdo induzida por CCh 3 uM, enquanto que o efeito inibitério so foi observado a

partir da concentragdo de 10 uM.
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Figura 46 — Efeito inibitério da sertralina na contracéo induzida por K* em tiras isoladas de bexiga de

rato

(A) Tracado original de um experimento mostrando o efeito inibitério da sertralina (1
— 100 uM) sobre as contragdes induzidas por K* 60 mM em tiras isoladas de bexiga.

O simbolo (A) indica o momento da administracdo do K* 60 mM durante o
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experimento. A primeira contracdo induzida por K* 60 mM foi obtida na auséncia de
sertralina e sua amplitude foi considerada como controle. As concentragbes de
sertralina utilizadas e o periodo da aplicacdo séo indicados pelos valores acima do
simbolo (=—=—=). Ap6s cada contrac&o induzida por K* 60 mM, a preparacao foi lavada
por um periodo de aproximadamente 15 min para adicionar uma nova concentracéo
de sertralina. Para facilitar a visualizacdo dos efeitos, as etapas de lavagem nao

foram mostradas.

(B) O gréafico mostra a média da inibigdo da contracdo induzida por K 60mM pela
sertralina (1 — 100 uM; n = 11). Os valores estdo expressos em percentual da
contragcdo controle induzida por K* 60 mM na auséncia de sertralina. As barras
verticais indicam erro padrdo da média (E.P.M). * p < 0,05; teste Holm-Sidak,

comparado a contracdo controle.



98

Sertralina (uM)

A
1 3 10 30 100
|1g
5 min .j\
CCh3uM A A A A A A
B
140 - %
120 -
s
3 100 -
™M
S
S 801
X
o 60 A
3]
&
£ 40
c
(o]
%)
20 1
0_

1 3 10 30 100

Sertralina (uM)

CCh (3 puM)

Figura 47 — Efeito inibitério da sertralina na contragéo induzida por carbacol em tiras isoladas de

bexiga de rato

(A) Tracado original de um experimento mostrando o efeito inibitério da sertralina (1

— 100 puM) sobre as contrag6es induzidas por CCh 3 uM em tiras isoladas de bexiga.
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O simbolo (A) indica o momento da administragdo do CCh 3 uM durante o
experimento. A primeira contracdo induzida por CCh 3 uM foi obtida na auséncia de
sertralina e sua amplitude foi considerada como controle. As concentracbes de
sertralina utilizadas e o momento da aplicacdo sao indicados pelos valores acima do
simbolo (====). Apé6s cada contracdo induzida por CCh 3 uM, a preparacdo foi
lavada por um periodo de aproximadamente 15 min para adicionar uma nova
concentracdo de sertralina. Para facilitar a visualizacdo dos efeitos, as etapas de

lavagem ndo foram mostradas.

(B) O gréafico mostra a média da inibicdo da contracao induzida por CCh 3 uM pela
sertralina (1 — 100 uM; n = 11). Os valores estdo expressos em percentual da
contracao controle induzida por CCh 3 uM na auséncia de sertralina. Vale salientar o
efeito potencializador da sertralina (1 uM) na contracdo induzida por CCh 3 uM. As
barras verticais indicam erro padrdo da média (E.P.M). * p < 0,05; Holm-Sidak,

comparado a contracdo controle.
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5.3.6 Efeito inibitério da sertralina aplicada no platé da contracdo induzida por K* ou
carbacol em tiras isoladas de bexiga de rato

Adicionada no estado estacionario da contracdo induzida por K* 60 mM
ou CCh 1 uM, a sertralina em concentracfes crescentes (1 — 300 uM ) produziu
efeito relaxante de maneira dependente de concentracao (p < 0,001; ANOVA). Para
a contracao induzida por K" 60mM, o primeiro efeito relaxante foi observado com 30
uM de sertralina (Figura 48), enquanto que a reversao da contracao induzida por
CCh 1 uM ocorreu significativamente ja a partir da concentracdo de 10 uM de
sertralina (Figura 49). Para as contracdes induzidas por K* 60 mM (controle = 150,8
*+ 26,0 mg), os valores de Clsy corresponderam a 94,3 [42,2 - 146,4] uM (n = 10).
Para as contragfes induzidas por CCh 1 uM (controle = 327,9 + 84,4 mg) os valores
de Clso corresponderam a 67,8 [20,1 - 115,5] uM (n = 5). A comparacao estatistica
dos valores de Clso ndo revelou diferenca significativa entre eles (p > 0,05; teste t

nao pareado).
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Figura 48 — Efeito da sertralina na reverséo da pré-contracéo induzida por K" em tiras isoladas de

bexiga de rato

(A) Tracado original mostrando o efeito relaxante da adicdo cumulativa de

concentracdes crescentes de sertralina (1 — 300 uM) em tiras isoladas de bexiga
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contraidas com 60 mM de K*. O simbolo (A) indica 0 momento da administragéo do

K" 60 mM durante o experimento. As concentraces de sertralina utilizadas e o

momento da aplicacdo sao indicados pelos valores acima do simbolo (®).

(B) O gréafico mostra os valores médios da contra¢édo induzida por K 60 mM na
auséncia e na presenca de concentracdes crescentes de sertralina (1 — 300 uM; n =
10). Os valores estao expressos em percentual da contracao controle induzida por
K" 60 mM antes da adi¢do de sertralina. As barras verticais indicam erro padrdo da
média (E.P.M). * p < 0,05; teste Holm-Sidak, comparado a contracdo antes da

adicao de sertralina.
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Figura 49 — Efeito da sertralina na reverséo da pré-contracdo induzida por CCh em tiras isoladas de
bexiga de rato

(A) Tracado original de um experimento com tiras isoladas de bexiga mostrando o

efeito relaxante da adicdo cumulativa de concentragdes crescentes de sertralina (1 —
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1000 uM) contraidos com CCh 1 uM. O simbolo (A) indica o momento da
administracdo do CCh 1 uM durante o experimento. As concentracdes de sertralina
utilizadas e o0 momento da aplicacdo séo indicados pelo simbolo (®). Nota-se um

artefato no registro apés administracao de sertralina 600 uM.

(B) O grafico mostra os valores médios da contracdo induzida por CCh 1uM na
auséncia e na presencga de concentragdes crescentes de sertralina (1 — 1000 uM; n
= 5). Os valores estdo expressos em percentual da contracdo controle induzida por
CCh 1 uM antes da adicdo de sertralina. As barras verticais indicam erro padréo da
média (E.P.M). * p < 0,05; teste Holm-Sidak, comparado a contracdo antes da

adicao de sertralina.
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5.3.7 Efeito da sertralina sobre a curva concentracdo-efeito induzida por
concentragdes crescentes de K* ou CCh em tiras isoladas de bexiga de rato

Na auséncia de sertralina, a adicdo de concentraces crescentes de K*
(10 a 140 mM) ou de CCh (0,001 a 300 uM) produziu efeito contraturante de maneira
dependente de concentracédo (p < 0,001; ANOVA) em tiras isoladas de bexiga de
rato. Para as contragdes induzidas por K*, o efeito maximo foi de 602,5 + 92,5 mg (n
= 13) e foi alcancado na concentracdo de 140 mM. Esse valor foi expresso como
100% e as demais curvas na presenca de sertralina ou do veiculo foram
normalizadas em funcé&o desse percentual. Como pode ser visto na Figura 50, na
presenca de sertralina houve reducao significativa (p < 0,05; two-way ANOVA) do
efeito maximo alcancado pela adicdo de K* para 41,4 + 6,4% na concentracéo de 3
uM de sertralina (n = 9) e 25,1 =+ 8,7% na de 30 uM (n = 9). Reducéo do efeito
maximo também foi observada nos experimentos feitos com CCh (Figura 51). Na
presenca de sertralina nas mesmas concentracdes de 3 e 30 uM, o efeito maximo da
curva concentracdo-efeito induzida por CCh foi de apenas 53,7 = 3,8% (n = 12) e
11,3 £ 2,3% (n = 12) dos valores obtidos na curva controle, respectivamente. Esses
valores apresentaram diferencga significativa ao serem comparados ao controle (p <
0,05; two-way ANOVA).
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Figura 50 — Efeito da sertralina sobre a curva concentracéo-efeito induzida por K" em tiras isoladas
de bexiga de rato

(A) Tracado original de um experimento onde tiras isoladas de bexiga foram

expostas a adicdo cumulativa de concentragdes crescentes de K* (10 — 140 mM) na
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auséncia (tracado a esquerda) e na presenca de sertralina 30 uM (tracado a direita).
O simbolo (A) indica 0 momento da administragéo do K* 60 mM antes de iniciar o
experimento para avaliar a viabilidade da preparagdo. As concentragdes de K*
utilizadas e o momento da aplicacdo sdo indicados pelo simbolo (®). ApGs cada
curva induzida por K*, a preparacgao foi lavada por um periodo de aproximadamente
15 min para adicionar uma nova concentracdo de sertralina. Para facilitar a

visualizagao dos efeitos, as etapas de lavagem n&o foram mostradas.

(B) Gréafico com os valores médios da contracdo induzida por concentracfes
crescentes de K* (10 — 140 mM) na auséncia (®; n = 13) e na presenca de sertralina
3 uM (®; n=9) ou 30 uM (®; n = 9) ou veiculo (etoxidiglicol, ®@; n = 8). O valor
maximo obtido na auséncia de sertralina (controle) foi considerado como 100% e
serviu de referéncia para a normalizagéo dos valores na presenca de sertralina. As
barras verticais representam E.P.M. # p < 0,05; two-way ANOVA em relacdo a curva

controle.
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Figura 51 — Efeito da sertralina sobre a curva concentracéo-efeito induzida por CCh em tiras isoladas

de bexiga de rato

(A) Tracado original de um mesmo experimento onde tiras isoladas de bexiga foram

expostas a adicdo cumulativa de concentracfes crescentes de CCh (0,001 — 300

uM) na auséncia de sertralina (tracado a esquerda) e na presenca de sertralina 30
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uM (tracado a direita). O simbolo (A) indica o momento da administragcdo do CCh 1
uM antes de iniciar o experimento para avaliar a viabilidade da preparacdo. As
concentracbes de CCh utilizadas e o momento da aplicacdo sdo indicados pelo
simbolo (®). Apos cada curva contrétil induzida por CCh, a preparacdao foi lavada por
um periodo de aproximadamente 15 min para adicionar uma nova concentragédo de
sertralina. Para facilitar a visualizacdo dos efeitos, as etapas de lavagem nao foram

mostradas.

(B) Gréfico com os valores médios da contracdo induzida por concentracdes
crescentes de CCh (0,001 — 300 uM) na auséncia (@; n = 12) e na presenca de
sertralina 3 uM (®; n = 12) ou 30 uM (@®; n = 12). O valor maximo obtido na auséncia
de sertralina (controle) foi considerado como 100% e serviu de referéncia para a
normalizag&o dos valores na presenca de sertralina. As barras verticais representam

E.P.M. # p < 0,05; two-way ANOVA em relacdo a curva controle.
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5.3.8 Efeito da sertralina nas contragfes transitorias induzidas por CCh em meio
livre de Ca®" na presenca de EGTA

Em meio sem célcio contendo EGTA (0,1 mM) a adigédo de carbacol (CCh,
10 uM) produziu contracao fasica (ndo sustentada) que foi correspondente a 52,4 +
9,2% do valor obtido com a mesma concentracdo de CCh, mas na presenca de Ca**
(n = 6). Na presenca de sertralina (30 uM) a contracéo fasica do CCh foi de 44,9 £

3,5% (n = 6), valor sem diferenca estatistica (p > 0,05; teste t ndo pareado) (Figura
52).
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Figura 52 — Efeito da sertralina na contracdo fasica induzida por CCh em tiras isoladas de bexiga de
rato mantida em meio sem Ca**

O gréafico mostra os valores médios da contragéo induzida por CCh 10 uM
na auséncia (n = 6) e na presenca de sertralina (30 uM; n = 6). Os valores estao
expressos em percentual da contracdo induzida por CCh 10 uM antes da remocéo

do Ca?* extracelular. As barras verticais indicam erro padrdo da média (E.P.M).
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5.3.9 Efeito da sertralina na CCE induzida por Ca®* em tiras isoladas de bexiga de

rato mantidas em presenca de K*

Um grupo de tiras de bexiga foi mantido em meio sem Ca**, sendo
posteriormente estimulados por uma alta concentracdo de K* (60 mM). Sob tais
condicbes, as tiras de bexiga produziram contragcbes ndo sustentadas que
rapidamente voltaram ao valor inicial e, em seguida, uma curva concentracdo-efeito
de Ca®" (0,1 - 20 mM; Fig. 53) foi construida na auséncia ou na presenca de
sertralina (30 e 100 uM). Na auséncia de sertralina, o efeito maximo foi alcancado na
concentracdo de 10 mM Ca?* e esse ponto foi considerado como 100% para efeito
de comparagdo com as respostas contrateis na presenca de sertralina. Como
podemos ver na Figura 53, o efeito maximo nessa concentracdo de Ca** foi reduzido
para 65,1 + 14,8% quando o tecido foi pré-tratado com sertralina 30 uM (n = 11) e
para 57,9 £ 17,5% (n = 11) quando o tecido foi pré-tratado com sertralina 100 uM.
Esses valores foram significativamente menores que 0s registrados na auséncia de
sertralina (p <0,05; two-way ANOVA), mas nao diferiram entre si. Em grupo
separado de tiras isoladas de bexiga, a exposicéo do tecido ao verapamil 3 uM ou
30 uM (Figura 54) também diminuiu a amplitude méaxima da curva concentragéo-
efeito construida pela adicdo de Ca®" para valores correspondentes a 29,1 + 6,3% (n
=7)e 84+ 18% (n = 7) da resposta controle, respectivamente. O efeito maximo
promovido pelo Ca?* na presenca de verapamil em qualquer concentracdo foi
significativamente menor do que os valores do efeito maximo observado em

qualquer concentracao de sertralina (p < 0,05; teste t ndo pareado).
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Figura 53 — Efeito da sertralina na curva concentracdo-efeito induzida por Ca®* em tiras isoladas de
bexiga mantidas em presenca de K*

O gréfico mostra as contracdes induzidas por Ca?* de maneira
concentracéo-dependente em tiras isoladas de bexiga mantidas em meio sem Ca®*
(com EGTA 0,1 mM). Anterior & adicdo do Ca?*, as tiras de bexiga foram tratadas e
mantidas em solugBes contendo K* 60 mM. As curvas foram construidas na
auséncia (@) ou na presenca de sertralina 30 uM (@) ou 100 uM (O). # indica que
a comparacdo em bloco da curva concentracdo-efeito entre as tiras de bexiga
mantidas na auséncia (controle) ou na presenca de sertralina apresentou diferenca

significativa (p <0,05; two-way ANOVA).
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Figura 54 - Efeito do verapamil na curva concentracdo-efeito induzida por Ca”* em tiras isoladas de
bexiga mantidas em presenca de K*

O gréfico mostra as contracdes induzidas por Ca?* de maneira
concentracdo-dependente em tiras de bexiga mantidas em meio sem Ca?* (com
EGTA 0,1 mM). Anterior & adicdo do Ca?', as tiras de bexiga foram tratadas e
mantidas em solucées contendo K* 60mM. As curvas foram construidas na auséncia
(®) ou na presenca de verapamil 3 uM (¥) ou 30 uM (V). # indica que a
comparacdo em bloco da curva concentragdo-efeito entre as tiras de bexiga
mantidas na auséncia (controle) ou na presenca de verapamil apresentou diferenca

significativa (p <0,05; two-way ANOVA).



114

DISCUSSAO



115

6 DISCUSSAO

No presente trabalho, utilizamos diferentes metodologias para a analise
dos efeitos farmacoldgicos da sertralina, substancia pertencente ao grupo
classificado como os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (5-HT). Na
pratica clinica, sdo substancias mais bem toleradas do que os antigos
antidepressivos triciclicos por apresentarem menor incidéncia de efeitos colaterais.
Entretanto, embora disfuncbes no sistema urinario sejam relatadas como efeitos
adversos dos antidepressivos serotoninérgicos, na literatura cientifica internacional
existem apenas poucos relatos dos efeitos dessas substancias sobre as funcdes
fisiol6gicas nesse sistema.

No presente estudo, verificamos que essa substancia é possuidora de
eficacia farmacoldgica no sistema urinario. Nos estudos in vivo aqui apresentados,
verificamos que a sertralina alterou os parametros miccionais de ratos anestesiados.
Em modelo de rim isolado, ela impediu as alteracdes de importantes parametros de
funcdo renal induzidos pela fenilefrina. Além disso, em tecidos isolados de bexiga,
diminuiu a resposta contratil a agentes contraturantes classicos como K* ou CCh.

Relatos na literatura mostram que os inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina podem causar incontinéncia urinaria (VOTOLATO; STERN; CAPUTO,
2000; MOVIG et al., 2002; HERGUNER et al., 2007; MAALOUF; GILBERT, 2010).
Em estudo prospectivo, Movig et al. (2002) relataram um risco duas vezes maior
para desenvolvimento de incontinéncia urinaria em pacientes tratados com inibidores
seletivos da recaptacédo de serotonina quando comparados com a néo utilizacao
desses agentes. O mesmo estudo demonstrou que pacientes tratados com sertralina
desenvolveram incontinéncia urinaria com maior frequéncia comparados aos
tratados com fluvoxamina, fluoxetina ou paroxetina.

Estd bem descrito na literatura que o aumento da liberacdo de ACh das
terminagfes nervosas presentes no musculo detrusor € a principal via responsavel
pela contragdo miccional (ANDERSSON, 1999). Por outro lado, existem evidéncias
de que a serotonina pode exercer acao facilitadora e potencializadora da
transmissdo neuromuscular colinérgica em tiras de musculo detrusor humano
(TONINI; CANDURA, 1996), e isso pode interferir no equilibrio fisiolégico de

regulacéo da miccéo.
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Em nosso estudo, os principais efeitos observados para a sertralina foram
aumento da frequéncia miccional e a consequente diminuicdo do intervalo inter-
contracdo. Além disso, outros parametros funcionais também foram aumentados em
relacdo ao grupo controle como a pressao basal de enchimento e a pressdo maxima
alcancada durante as contragbes miccionais. Uma vez que a serotonina exerce
importante papel como neurotransmissor no controle do trato urinario inferior
(ANDERSSON; PEHRSON, 2003), a sertralina, como um inibidor de sua recaptacao,
pode afetar a miccao por seus efeitos no controle nervoso da bexiga (LOWENSTEIN
et al., 2007).

Estudos em animais sugerem que a incontinéncia secundaria a utilizacédo
de antidepressivos serotoninérgicos pode ser mediada por receptores 5-HT,
encontrados na bexiga (VOTOLATO; STERN; CAPUTO, 2000). Assim, a acdo da
sertralina seria a de, reduzir a recaptacao de 5-HT, e aumentar a disponibilidade
desse neurotransmissor nas proximidades das células musculares lisas vesicais.
Essa hipdtese pode ser sustentada por comparacdo com a ativacao de receptores 5-
HT, entéricos, considerada como o principal mecanismo da acao pro-cinética
gastrintestinal. A cisaprida, por exemplo, parece exercer sua conhecida acédo proé-
cinética por ativar esses receptores e, no sistema urinario, ela pode aumentar
também a miccdo volitiva em pacientes com retencao urinaria devida a danos
neurolégicos de varias origens, bem como aumentar a frequéncia miccional em
pacientes com disturbios gastrintestinais tratados com esse farmaco (PILLANS;
WOOD, 1994; FRANCESCHETTI et al., 1997).

Além do envolvimento dos receptores 5-HT,4 estudos relatam a
possibilidade de outros subtipos de receptores para 5-HT também serem envolvidos
por apresentarem papéis importantes no controle das vias neurais autonémicas e
somaticas no trato urinario inferior (HELTON; THOR; BAEZ, 1994; de GROAT, 2002;
READ; SANGER; RAMAGE, 2003; RAMAGE, 2006; MBAKI; RAMAGE, 2008). Para
aumentar ainda mais a complexidade dessas relacdes, diferentes espécies podem
fornecer efeitos modulatérios diferentes para os mesmos subtipos de receptores. Em
ratos, por exemplo, os efeitos facilitatérios na miccdo sdo mediados pela ativacao
dos receptores 5-HT;a que, por outro lado, promovem efeitos inibitdrios na micg¢ao
em gatos (FOWLER; GRIFFITHS; de GROAT, 2008; CHENG; de GROAT, 2010). A
ativacdo de receptores 5-HT;a no sistema nervoso central com 8-OH-DPAT
(agonista de receptores 5-HT;4) facilita o reflexo miccional (LECCI et al., 1992) e a
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administracdo exodgena de agonista seletivo, ou liberagcdo enddgena de serotonina,
facilita o reflexo miccional por causar diminuicdo do volume limiar para desencadear
o reflexo miccional, aumento da duracdo do relaxamento do esfincter uretral externo
e consequente reducdo da resisténcia de saida da uretra (CHENG; de GROAT,
2010).

A sertralina também apresenta acentuada habilidade inibitéria na
recaptacdo de dopamina quando comparada com outros inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (TATSUMI et al., 1997), podendo ser responsavel por
aumentar o risco de desenvolvimento de incontinéncia urinaria (MOVIG et al., 2002).
A este respeito, estudos experimentais em ratos neurologicamente intactos,
demonstraram envolvimento inibitorio ténico de receptores dopaminérgicos D; no
reflexo miccional, por outro lado, a estimulacdo de receptores dopaminérgicos D,
localizados centralmente promoveu hiperatividade da bexiga de maneira dose-
dependente (SEKI et al., 2001). Vale salientar ainda a acdo farmacolégica da
sertralina em bloquear, de algum modo, receptores a adrenérgicos, receptores
estes, responsaveis pelo mecanismo de continéncia urinaria presente no esfincter
da bexiga (RICHELSON, 2003).

Mediante o exposto acima, e considerando que os dados obtidos nesse
trabalho foram realizados com a administracdo aguda de uma Unica dose de
sertralina, ndo é possivel explicar o efeito da sertralina sob os parametros miccionais
avaliados. O sitio exato responsavel pela modulacdo da mic¢do causado pelo
antidepressivo, com os resultados que dispomos, ndo pode ser identificado, em
virtude do complexo circuito neural que controla a mic¢cédo, envolvendo vias em
varios niveis do cérebro, medula espinhal e sistema nervoso periférico, e também
por ser mediado por multiplos neurotransmissores. Apesar dessas muitas limitagdes,
podemos afirmar que seus efeitos agudos observados in vivo (p. ex. aumento da
frequéncia miccional, diminuicdo do intervalo inter-contracdo), diferem e ndo podem
ser explicados por acdo direta da sertralina que, in vitro, apresentou efeitos
inibitérios em tiras de bexiga.

Em preparagdes isoladas de bexiga urinaria de rato demonstramos que
este inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina causa diminuicdo das contracdes
submaximais induzidas por K" ou CCh. Evidenciou-se através da comparacdo dos
valores de Clsp que ndo houve diferenca estatistica na poténcia da sertralina para

inibir as contragdes induzidas por K* ou CCh. O mesmo ocorreu comparando 0s
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valores de Clso em relagdo a poténcia da sertralina na reversao das pré-contracdes
induzidas K* ou CCh. Assim, conclui-se que nido ha especificidade entre o
acoplamento farmacomecéanico ou eletromecéanico, o que torna improvavel a
possibilidade de seu efeito anticolinérgico ser decorrente de antagonismo direto com
0 receptor muscarinico, parecendo ser exercido por alguma via comum aos dois
agentes.

Estudos tém relatado varios efeitos in vitro da sertralina que podem nao
estar relacionados a inibicdo da recaptacdo de serotonina. Previamente foram
relatadas inibicdo induzida por essa substancia em canais de Ca®" do tipo L e em
canais de K* em miocitos ventriculares de rato (PARK et al., 1999). Em artéria
mesentérica humana, a sertralina possui acdo inibitéria sobre as contracdes
induzidas por KCI e norepinefrina, acdo provavelmente mediada por sua capacidade
de inibir o influxo de Ca®" pela membrana celular (VILA et al., 1999). Em aorta de
rato e em vasos coronarios apresentou efeito vasodilatador independente da
integridade do endotélio (van MELLE et al., 2004). Em canal deferente de ratos, a
sertralina também apresentou efeitos inibitérios na elevacédo da presséao intraluminal
induzida pela estimulacdo do nervo hipogastrico (KIM et al., 2004), assim como
inibiu a contracdo noradrenérgica, a potassica e a serotoninérgica nesse tecido,
acbes antagonizadas pela ativacdo de canais de Ca?* (KALYONCU; OZYAVUZ;
KARAOGLU,1999).

Em nosso estudo, trabalhamos com as hipéteses de que o mecanismo
responsavel pelo relaxamento provocado pela sertralina no musculo liso da bexiga
urinaria esta provavelmente relacionado com a interferéncia no influxo ou com a
liberagdio de Ca?' intracelular. Entretanto, é pouco provavel que o efeito
antiespasmaodico da sertralina envolva a segunda, ou seja, a inibicdo da liberacdo de
Ca’* dos seus estoques intracelulares. Essa concluséo é reforcada pelo fato da
sertralina ndo ter inibido as contracdes induzidas pela liberacdo de Ca*' dos
estoques pela formacdo de IP; com consequente ativacdo de seus receptores
presentes no reticulo sarcoplasmatico.

Como se sabe, a contracdo no musculo liso € iniciada pelo aumento da
concentracéo de calcio no citoplasma ([Ca?*]c) (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Sabe-se
que K" e CCh s&o agentes contraturantes e ambos promovem aumento da [Ca®']..
Entretanto, as respostas contrateis obtidas por K* sdo decorrentes da despolarizagio

da membrana e posterior ativacdo de canais de Ca?* voltagem-dependentes
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(acoplamento eletromecéanico) (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Por outro lado,
agonistas como o CCh induzem contracdo por ativacdo de receptores muscarinicos,
sem alterar necessariamente o0 potencial de membrana (acoplamento
farmacomecanico) (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Todavia, a ativacdo de receptores
muscarinicos por agonistas também pode ser responsavel pela abertura de canais
de Ca* tipo L, voltagem-dependentes modulados por efeitos secundarios no
potencial de membrana (HEGDE et al., 1997; GIGLIO; DELBRO; TOBIN, 2001,
ANDERSSON; ARNER, 2004; AKATA, 2007). Esses dois mecanismos parecem
operar simultaneamente em determinadas células de musculo liso, e a excitacao de
um dnico agente pode resultar em um acoplamento eletromecéanico sozinho, como
farmacomecéanico ou ainda a combinacdo desses dois mecanismos (SOMLYO;
SOMLYO, 1994; ORALLO, 1996).

Os mecanismos que ligam a ativagdo a contragdo, no musculo liso sdo
compostos por duas fases: um componente fasico rapido seguido por um lento mais
sustentado, componente ténico (BOLTON, 1979). Esta resposta bifasica envolve
duas fontes de Ca?* no musculo liso. Em detrusor, os agonistas muscarinicos
produzem esta resposta bifasica, e é sugerido que a contracdo fasica ocorra pela
liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares mediados pelo IP; .Enquanto, a
contracao tonica é atribuida ao influxo de Ca*" através dos canais de Ca** voltagem-
dependente. Por outro lado, a contracdo induzida por K* é mediada pela influxo de
Ca’" através da abertura de canais do tipo L, voltagem-dependente e abertura de
canais de Ca?' presentes no reticulo sarcoplasmaético, independentemente da
ativacao de receptores muscarinicos (BOLTON, 1979; KARAKI, 2004).

A sertralina inibiu as contracdes induzidas pela adicdo cumulativa de Ca**
em meio sem Ca®" com adicdo de EGTA mantidas em solucdo previamente
estimulada por altas concentracbes de K*, reforcando a hipotese de que seu efeito
antiespasmodico realmente envolve a participacdo de canais de Ca?* tipo L. A
estimulacdo prévia do tecido por K nessas condi¢es, promove a abertura desses
canais para Ca’" voltagem-dependente e a adicdo cumulativa de Ca®" ao meio
extracelular produz desenvolvimento gradual da forgca contratil em virtude da sua
passagem através das vias celulares previamente ativadas. Seus efeitos foram
semelhantes aos efeitos de um blogueador classicamente conhecido por atuar
nesses canais, o verapamil. Esses resultados reforcam a possibilidade de que o

efeito inibitorio da sertralina reside na sua a¢gdo sobre a membrana celular.
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Nossa hipotese é reforcada pelos experimentos conduzidos em modelo
de rim isolado de rato, onde a sertralina, com uma Unica concentracao, foi capaz de
inibir as alteracdes dos parametros da funcédo renal induzidos pela fenilefrina. De
forma geral, esse efeito parece ser principalmente devido a acédo inibitéria da
sertralina sobre os efeitos contrateis induzidos por este agonista adrenérgico na
vasculatura renal. Na verdade, a sertralina promoveu efeito antiespasmaodico sobre
artéria mesentérica isolada de rato por uma provavel diminuicéo da entrada de Ca**
a partir do meio extracelular.

Sob condi¢cbes normais, a perfusdo continua dos rins de ratos com
sertralina sozinha ndo alterou os parametros renais, que permaneceram estaveis
durante todo o periodo experimental. O mesmo foi observado com o0s rins
perfundidos com o veiculo (etoxidiglicol), confirmando a confiabilidade das nossas
preparacdes de rim isolado, assim como, reforgando o fato de que os efeitos aqui
relatados ndo se devem a qualquer acdo que possa ser causada pelo veiculo, mas
sim pela sertralina.

Quando os rins foram perfundidos com concentracdes crescentes de
fenilefrina, a pressdo de perfusao e a resisténcia vascular renal foram aumentadas
provavelmente em virtude da ativagdo de receptores adrenérgicos a; por acao desse
agonista seletivo a. Uma vez ativados pela presenca de catecolaminas, o0s
receptores adrenérgicos a; aumentam a resisténcia vascular como resultado da
vasoconstricdo renal, um dos mecanismos fisiol6gicos envolvidos na regulacdo da
hemodindmica renal (DREW; WHITING, 1979; NIELSEN et al., 1992; AWE;
ADEAGBO, 2007).

Apesar de, isoladamente, ter sido inerte na funcao renal, a sertralina,
previamente adicionada a solucdo de perfuséo, inibiu os efeitos induzidos pela
fenilefrina, revelando também a propriedade inibitoria desse agente antidepressivo
em vasos renais. Como ja dissemos, alguns estudos ja relataram que a sertralina
tem efeito inibidor em vasos sanguineos humanos, tais como as artérias mamarias
interna e mesentérica, bem como em anéis de aorta de rato (VILLA et al., 1999; van
MELLE et al., 2004). Também foi descrito o relaxamento da musculatura lisa como
uma propriedade farmacolégica de outros antidepressivos da familia dos inibidores
seletivos da recaptacéo de serotonina (GRUETTER et al., 1992; YARIS et al., 2003;
KADIOGLU et al., 2010). Comparada com o verapamil, controle positivo, a sertralina

apresentou uma poténcia farmacoldgica menor, visto que seus valores de Clso foram
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cerca de 30 vezes maiores aos valores de Clso observados para o verapamil (0,5 uM
para verapamil x 15 uM para a sertralina).

E interessante notar que, em rins isolados, a sertralina 30 pM aboliu
completamente as respostas renais induzidas pela fenilefrina, ao passo que em
anéis de artéria mesentérica, as contragbes induzidas pela fenilefrina foram
reduzidas apenas parcialmente (para algo em torno de 31%), indicando que na
vasculatura renal a sertralina pode exercer uma inibicao da fenilefrina mais eficaz do
gue em outros leitos vasculares. No entanto, esses efeitos ocorreram em faixa de
concentracdo de sertralina semelhante aos descritos em outros estudos realizados
em aorta de ratos (BECKER et al., 2004) e em vasos sanguineos humanos (VILLA
et al., 1999; van MELLE et al., 2004). Além disso, os efeitos induzidos pela
sertralina foram apenas ligeiramente dependentes da integridade do endotélio,
revelando que suas aclOes vasoativas acontecem principalmente por vias
independentes do endotélio. Pelo menos em corpos cavernosos de camundongos,
mas ndo em aorta de ratos, a liberacéo de éxido nitrico ja foi relatada como provéavel
mecanismo envolvido no efeito relaxante da sertralina (van MELLE et al., 2004;
KADIOGLU et al., 2010).

Para aprofundar o estudo sobre como a sertralina diminui a resposta
vascular a fenilefrina, experimentos adicionais foram realizadas com sertralina usada
na concentracdo de 100 uM, que quase totalmente inibiu a resposta adrenérgica em
anéis de artéria mesentérica. Em células musculares lisas, receptores adrenérgicos
a; sdo integrantes da familia de receptores acoplados a proteina-G e séo
responsaveis por mediar a contragdo vascular aumentando a concentracéo de calcio
no citoplasma ([Ca®*].) (MINNEMAN; ESBENSHADE, 1994). Uma vez ativados,
ocorre a formagdo de segundos mensageiros trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG) a partir dos fosfolipideos de membrana, fosfolipase C
(BERRIDGE, 2009). O IP; pode mobilizar rapidamente Ca®* a partir de suas
reservas intracelulares, tais como o reticulo sarcoplasmatico, causando um aumento
transitério da [Ca®']c , 0 que poderia ser associada com a contracdo fasica (n&o
sustentada) induzida por fenilefrina em anéis de artéria mesentérica em meio sem
Ca®. Uma vez que a sertralina ndo alterou a contracdo fasica induzida pela

fenilefrina em tais condi¢cdes, podemos concluir que é pouco provavel que seus
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efeitos inibitérios sobre anéis de artéria mesentérica sejam também mediados pela
interferéncia na capacidade do IP3 para promover a liberacdo de Ca®" intracelular.

Da mesma forma, os experimentos realizados em meio sem Ca®" com
cafeina ou com reposicdo extracelular de Ca®* apés o tratamento com tapsigargina
permitem concluir que € improvavel que a sertralina atue interferindo em outros dois
caminhos celulares relacionados com a regulacéo [Ca?']i, quais sejam a liberacdo
de Ca®" induzida pelo préprio Ca* (CICR, do inglés calcium-induced calcium
release) e a entrada "capacitiva" de Ca?’, respectivamente. A cafeina promove
contracdo transitéria do musculo liso vascular pela liberacdo do pool de Ca*
sensivel a rianodina do reticulo sarcoplasmatico (HUME; MCALLISTER; WILSON,
2009), enquanto que as células musculares lisas que esgotam seus estoques
intracelulares de Ca** pela acéo conjunta entre a tapsigargina, um inibidor da Ca**-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico e a fenilefrina ativam os canais de Ca*
chamados de operado por estoque (SMANI; PATEL; BOLOTINA, 2008). Portanto, a
ineficacia da sertralina ndo alterando essas contragbes mostra que ela
provavelmente inibe a contratilidade mesentérica alterando a entrada de Ca** por
outra via. Em geral, os mecanismos envolvidos nos efeitos inibitérios dos
antidepressivos sobre as contragbes do musculo liso vascular ainda ndo estédo
totalmente esclarecidos, mas suas capacidades de inibir a entrada transmembrana
de Ca®" sdo comumente relatadas, especialmente através de canais de Ca®'
voltagem-dependente (BECKER et al., 2004; YARIS et al., 2003). Sob condi¢bes de
auséncia nominal de Ca®", a sertralina diminuiu as contracées induzidas pela adicdo
de Ca* em anéis de artéria mesentérica mantidos em solucdes despolarizantes (K *
60 mM). Como ja haviamos comentado anteriormente, a estimulacdo do tecido
nessas condicdes promove a abertura de canais de Ca®" voltagem-dependente
transformando o plasmalema apto ao subsequente influxo de Ca®*" quando este
cation esta disponivel a partir do meio externo (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Assim,
de acordo com nossos dados com preparagdes mantidas em solucdo despolarizante
(K* 60 mM), podemos concluir pelo menos que: 1) é improvavel a ocorréncia de um
antagonismo direto da sertralina no receptor adrenérgico a e, 2) 0S nOssoOs
resultados corroboram com o conceito geral de que a sertralina é capaz de diminuir
a entrada de Ca®" através dos canais de Ca*’ tipo L, voltagem-dependente, como
sugerido tanto em tecidos vasculares como em n&o vasculares (DREW; WHITING,
1999; BECKER et al., 2004; van MELLE et al., 2004).
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Em preparacdes mesentéricas mantidas em meio sem Ca”" e contendo
uma mistura de fenilefrina e verapamil, o qual foi utilizado em concentragdo capaz
de bloguear completamente a resposta induzida por alta concentragdo de K.
Nessas condi¢coes, a ativacdo de receptores adrenérgicos a; por uma alta
concentracdo de fenilefrina (60 uM) pode levar & ativacdo da entrada de Ca?* por
canais operados por receptor, ou seja, o acoplamento farmacomecanico (SOMLYO
et al.,, 1999). Uma vez que a sertralina também apresentou efeito inibitério sobre
esse tipo de contracdo, concluimos que ela também é capaz de diminuir o influxo de
Ca?* através desses canais. Este perfil de acdo da sertralina envolvendo
supostamente a inibicdo de canais de Ca®" operados por receptor néo foi descrito
até o momento.

Assim, tanto em rins como em aneéis de artéria mesentérica isolada de
ratos, a sertralina apresentou efeito antiespasmaodico que parece ter sido causado
por uma acéao direta da substancia tanto no musculo liso vascular como no masculo
da liberacdo de Ca*" por vias intracelulares, mas através da interferéncia com o
influxo de Ca*" pelo plasmalema reduzindo a permeabilidade de ambos canais de

Ca?*, operados por receptor e voltagem-dependentes.
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7 CONCLUSOES

Nos estudos in vivo, a sertralina aumenta a frequéncia miccional em ratos

anestesiados;

A sertralina apresenta efeito antiespasmédico em musculo liso vesical por
provavelmente diminuir o influxo de Ca®" pela membrana plasmatica através de

canais de Ca®" voltagem-dependente;

Em rins e em anéis de artéria mesentérica isolada de ratos, a sertralina apresenta
efeito antiespasmoédico por interferir com o influxo de Ca®* pelo plasmalema
reduzindo a permeabilidade de ambos canais de Ca®", operados por receptor e

voltagem-dependente.
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